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 1 EINLEITUNG 
 
1.1 Asthma im Kindesalter 
 
1.1.1 Epidemiologie und klinisches Bild 
 
Allergische Erkrankungen stellen weltweit eines der großen gesundheitlichen 
Probleme dar. Dies gilt sowohl für Erwachsene als auch in noch stärkerem Ausmaß 
für Kinder. In Westeuropa und den USA stellt das Asthma bronchiale die häufigste 
chronische Erkrankung im Kindesalter dar, in Deutschland sind etwa 8 – 10 % der 
Kinder davon betroffen (von Mutius, Martinez et al. 1994). Asthma kann sich in 
jedem Lebensalter manifestieren, vor allem aber beginnt es im Kindesalter. Mehr als 
die Hälfte aller Patienten erkrankt vor dem 10. Lebensjahr. Bei 80 % der kindlichen 
Asthmatiker manifestiert sich die Erkrankung bis zum 1. Schuljahr, bei 45 % bereits 
im 1. Lebensjahr. 
Die genaue Ätiologie von Asthma und anderen allergischen Erkrankungen konnte 
bisher nicht eindeutig gefunden werden. Vielmehr handelt es sich um eine komplexe 
Erkrankung, deren Entstehung multifaktoriell erklärt wird. Epidemiologische Studien 
haben bestimmte Umwelteinflüsse als Risikofaktoren für die Entstehung von Asthma 
identifiziert (Martinez, Wright et al. 1995). Jedoch findet sich bei Asthma und 
Allergien auch eine familiäre Häufung, so dass neben Umwelteinflüssen die 
Entstehung von Asthma und allergischen Erkrankungen auch durch eine genetische 
Prädisposition bedingt ist. Diese Vielzahl kausaler Faktoren erklärt die große 
Variabilität in der Expression der Erkrankung. 
 
Das klinische Bild wird typischerweise durch eine unterschiedlich stark ausgeprägte 
exspiratorische Dyspnoe bestimmt. Oft ist die erste Manifestation eines Asthmas bei 
Kleinkindern eine obstruktive Bronchitis, allerdings geht dies später nur bei etwa 15 -
30 % aller Patienten in ein Asthma bronchiale über (Martinez, Wright et al. 1995). In 
vielen Fällen geht die Neigung zur Entwicklung einer obstruktiven Bronchitis mit 
fortschreitendem Lebensalter verloren, da sich das Bronchialsystem des Kindes, das in 




infektassoziierter Atemwegsobstruktionen, mit dem Älterwerden anatomisch und 
funktionell weiterentwickelt (Martinez 1995). Klinische Erscheinungsformen 
variieren von wenig belastenden Symptomen wie leichtem Giemen über anfallsweisen 
Reizhusten in bestimmtem Umweltsituationen (körperliche Belastung, 
Luftverschmutzung oder Temperaturwechsel) bis hin zum Asthmaanfall, der mit 
unproduktivem Husten, Engegefühl in der Brust bis hin zur bedrohlichen Atemnot und 
Überblähung des Thorax einhergeht (Kelly 1996). Typischerweise lassen sich 
trockene Rasselgeräusche wie Giemen, Pfeifen und Brummen auskultieren. Durch die 
erschwerte Atmung kann es inspiratorisch zu Einziehungen kommen, die Exspiration 
ist meist verlängert und nicht selten kommt es im Anschluß an einen Asthmaanfall zur 




1.1.2 Pathogenese des Asthma bronchiale 
 
Bei Asthma handelt es sich um eine chronisch entzündliche Atemwegserkrankung, die 
durch eine bronchiale Hyperreaktivität (BHR) gegenüber endogenen oder exogenen 
Stimuli und durch eine reversible Obstruktion der Atemwege charakterisiert ist. Dies 
zeigt sich klinisch durch anfallsweises Auftreten von giemender Atmung, Atemnot, 
Engegefühl und Husten. Diese Episoden sind üblicherweise verbunden mit 
generalisiertem, jedoch variabel erhöhtem Widerstand der Atemwege, der oft 
reversibel ist, entweder spontan oder infolge therapeutischer Maßnahmen (National 
Institutes of Health (National Heart 1997). Grundlage der Obstruktion ist eine 
bronchiale Hyperreaktivität, die durch verschiedene Faktoren hervorgerufen wird. Die 
Atemwegsentzündung verursacht außerdem eine gesteigerte 
Atemwegsempfindlichkeit gegen eine Vielzahl verschiedener Reize, wie z.B. 
immunologische, physikalisch-chemische oder pharmakologische Reize. 
Atemwegsinfekte oder körperliche Belastung können beim kindlichen Asthmatiker 
einen Asthmaanfall auslösen (Romanet-Manent S. 2002). Beim allergischen Asthma 
wird ein Anfall vor allem durch Allergenkontakte (z.B. Hausstaub, Pollen, Tierhaare) 
getriggert. Zusätzlich besteht eine signifikante Assoziation mit anderen atopischen 




Antikörper gegen zahlreiche ubiquitäre Allergene (Kabesch 2001). Keineswegs alle 
Patienten mit Asthma bronchiale sind allergisch, jedoch nimmt das Risiko, an Asthma 
zu erkranken, mit der Höhe des Gesamt-IgE zu (Burrows, Martinez et al. 1989). 
Die Assoziation zwischen diesen einzelnen Parametern und Asthma ist 
unterschiedlich ausgeprägt, was die Komplexität dieser Erkrankung ausmacht. 
Ausgelöst wird die Atemwegsobstruktion durch eine Kontraktion der glatten 
Bronchialmuskulatur, sie wird begleitet von Hyperämie, einem Ödem und 
entzündlicher Infiltration der Schleimhaut. Die Atemwege können durch Schleim und 
abgelöste Bronchialepithelzellen verstopfen. 
Morphologisch findet man eine Atemwegsentzündung mit charakteristischen 
Befunden wie Epitheldefekten, Hypertrophie glatter Muskelzellen, Proliferation 
mikrovaskulärer Strukturen, eine verdickte Basalmembran sowie einen vernarbenden 
Reparaturprozeß und irreversiblen Gewebeschaden (Chetta A 1996), (Ollerenshaw SL 
1992; Cokugras H 2001). Bei chronischer Entzündung der Atemwege kommt es zum 
Umbau der Bronchialwand, was als „airway remodeling“ bezeichnet wird. Es handelt 
sich typischerweise um strukturelle Veränderungen in Zellen und Geweben in den 
Luftwegen. Es zeigen sich insbesondere histologische Veränderungen wie eine 
Zunahme des Bronchialwanddurchmessers durch eine subepitheliale Fibrosierung und 
dadurch eine Verdickung der Bronchialwand und eine Hypertrophie der glatten 
Bronchialmuskulatur. Ebenso findet man eine Hyperplasie von Myofibroblasten und 
Gefäßen der Mukosa und Submukosa. Auch ein Schleimhautödem, eine Metaplasie 
der Mukosa und eine eosinophile Infiltration sind typische Befunde der chronischen 





Die Atemwegsobstruktion ist das zentrale Symptom des Asthma bronchiale. Mit 
geeigneten Messgeräten, wie zum Beispiel dem Babyplethysmographen oder bei 
größeren Kindern dem Ganzkörperplethysmographen, kann das Ausmass der 
Obstruktion mit einer Lungenfunktion gemessen werden. Anhand der Anamnese, dem 
typischen klinischen Bild und Veränderungen in der Lungenfunktion kann die 






Es findet sich in der Lungenfunktionsanalyse vor allem eine reversible 
Atemwegsobstruktion. Zur Beurteilung von Schweregrad, Reversibilität und 
Variabilität der Obstruktion dient die Lungenfunktionsdiagnostik als objektive 
Messung. Durch regelmäßige Prüfungen der Lungenfunktion können auch Aussagen 
über den Schweregrad der Erkrankung und das Ansprechen auf eine Asthma-Therapie 
getroffen werden. Im akuten Anfall zeigen sich ein erhöhter Atemwegswiderstand, 
eine Verminderung von Vitalkapazität und Spitzenfluss (peak flow, PEF) und ein 
vergrößertes thorakales Gasvolumen. 
Der Nachweis der Atemwegsobstruktion kann spirometrisch durch Messung der 
Sekundenkapazität (FEV1) und der gleichzeitig gemessenen inspiratorischen 
Vitalkapazität (VC), mittels Analyse von Fluss-Volumen-Diagrammen oder der 
Ganzkörper-plethysmographie sowie durch wiederholte Messungen des 
exspiratorischen Spitzenflusses (Peak Flow, PEF) erfolgen (Buhl R 2006). 
Die Messung der Einsekundenkapazität und Vitalkapazität erfolgt standardisiert 
während eines forcierten Exspirations-Manövers innerhalb einer Sekunde mittels eines 
Spirometers (1994 Update). Die Messungen sind wiederholbar, jedoch von der 
Mitarbeit des Patienten abhängig. Beim Erwachsenen kann die FEV1 als Maß für die 
Obstruktion der Atemwege dienen, bei jüngeren Kindern ist jedoch aufgrund der 
mangelnden Mitarbeit ein solches Exspirationsmanöver oft nicht gewährleistet und 
der Wert somit nur eingeschränkt verlässlich. Eine wichtige Kenngröße der 
Limitierung des Atemflusses ist der Quotient aus FEV1 und inspiratorischer 
Vitalkapazität (FEV1/VC) (1994 Update). Bei ungehindertem Atemfluss und guter 
Kooperation werden Werte des FEV1/VC-Quotienten von über 80 % erreicht. Werte, 
die unterhalb dieses Bereiches liegen weisen auf eine Obstruktion der Atemwege hin. 
Mittels Peak Flow-Meter, einem handlichen und einfach zu bedienenden Gerät kann 
der exspiratorische Spitzenfluss gemessen werden. Es ist auch in der häuslichen 
Umgebung zur täglichen Überwachung des Asthma-Schweregrades einsetzbar. 
Üblicherweise werden die Peak Flow-Werte am Morgen direkt nach dem Erwachen 
und abends vor dem Schlafengehen gemessen, da hier die Werte am niedrigsten bzw. 
am höchsten sind. So können tageszeitliche Schwankungen, Unterschiede von Tag zu 




Variabilität von über 20 % können als diagnostisch für ein Asthma bronchiale 
angesehen werden. Wegen nicht ganz ausreichender Kooperationsfähigkeit sind die 
Peak Flow-Messungen bei Kindern häufig jedoch nicht aussagekräftig. 
 
Die Fluss-Volumen-Kurve gibt Aufschlüsse über die dynamischen Parameter und 
lässt somit Rückschlüsse auf das Vorliegen, die Lokalisation und den Grad einer 
bronchialen Obstruktion zu. Es kann so der maximale Atemfluss bei unterschiedlichen 
Lungenvolumina gemessen werden. Der Peak-Flow (PEF) misst den maximalen Fluss 
bei forcierter Ausatmung. MEF 75, 50 und 25 stehen für maximalen exspiratorischen 
Spitzenfluss bei 75, 50 und 25 % der forcierten exspiratorischen Vitalkapazität (siehe 
Abbildung 1). 
Je nach Kurvenverlauf erhält man Auskunft über die Art und das Ausmaß der 
Ventilationsstörung des Patienten. Der PEF- und der MEF75-Wert können als grobes 
Mass für die Obstruktion der großen Atemwege herangenommen werden, wogegen 
MEF 50 und 25 eher Auskunft über die atemmechanische Beschaffenheit der 
kleineren Atemwege liefert. 
 
Abbildung 1: Fluss-Volumen-Kurve Gesunder (aus BDA Manual Asthma, Dr. H. Mitfessel) 
PEF= exspiratorischer Spitzenfluss, MEF 75, MEF 50 und MEF 25 = maximaler exspiratorischer 








Zum Nachweis oder Ausschluß einer bronchialen Hyperreaktivität können Messungen 
der Überempfindlichkeit der Atemwege durch inhalative Provokation mit Metacholin 
oder Histamin oder nach Kaltluftinhalation durchgeführt werden. Ein FEV1-Abfall 
um mehr als 20 % gilt als diagnostisch für ein Asthma bronchiale (Lindemann H. 
2003). Der Nachweis einer bronchialen Hyperreaktivität weist eine hohe Sensitivität 
im Hinblick auf die Diagnose Asthma auf, bei allerdings niedriger Spezifität (O'Byrne 
2000). 
Lässt sich eine Obstruktion in der Lungenfunktion nachweisen, so empfiehlt sich ein 
Bronchospasmolysetest, z.B. durch Inhalation eines Kurzzeit-Beta-2-
Sympathomimetikums. Verbessert sich der FEV1-Wert um 15 – 20 % (d.h. die 
Obstruktion ist reversibel), so ist dieser als positiv zu bewerten und damit die 
Diagnose eines Asthma bronchiale nahe liegend. 
 
 
1.2 Genetische Grundlagen des Asthma bronchiale  
 
Für die Entstehung von Asthma sind weder Gene noch die Umwelt alleine 
verantwortlich zu machen. Vielmehr ist sie das Resultat aus dem Zusammenspiel von 
Umwelt und verschiedenen Genen, die den Patienten für eine Asthmaerkrankung 
anfällig machen. Wenn wichtige Umweltfaktoren auf einen genetisch vorbelasteten 
Organismus Einfluss nehmen, entsteht Asthma bronchiale (Barnes 1999). Das Risiko 
für ein Kind, atopische Erkrankungen wie Asthma zu entwickeln ist dann am größten, 
wenn Eltern oder Geschwister bereits an einer atopischen Erkrankung leiden. Es kann 
dann mit einer Verdopplung des Erkrankungsrisikos gerechnet werden. Bei so 
komplexen Erkrankungen wie Asthma mit seiner Vielfalt an klinischen 
Manifestationsformen ist es jedoch sehr unwahrscheinlich, dass nur ein einzelnes Gen 
für die Entstehung der Erkrankung verantwortlich ist. Erst die Kombination von 
verschiedenen, voneinander unabhängigen Genveränderungen scheint für das Auftreten 
der atopischen Erkrankung verantwortlich zu sein, ohne dass einzelnen Genen ein 
überproportionaler Anteil an dieser Prädisposition zufällt (Kabesch 2001). Zunächst 
konnte in Zwillingsstudien eine genetische Komponente bei Asthma gezeigt werden 
(Duffy, Martin et al. 1990). Der genetische Anteil an der Entstehung von Asthma 




Zwillinge, deren Erbgut zu 100 % identisch ist, weisen eine deutlich höhere 
Konkordanz im Auftreten von allergischen Erkrankungen auf als dizygote Zwillinge 
(Erbgut nur zu 50% identisch). Eine genetische Beteiligung wurde so für Asthma, 
atopische Dermatitis, allergische Rhinitis, aber auch für intermediäre Phänotypen wie 
bronchiale Hyperreaktivität (BHR), Gesamt-IgE und spezifisches IgE gezeigt (Duffy, 
Martin et al. 1990).  
Zur Identifizierung von Genen, die an der Entstehung von Asthma beteiligt sind, gibt es 
unterschiedliche Methoden: Kopplungsanalysen (linkage studies), 
Geschwisterpaaranalysen und die Kandidatengen-Methode.  
Bei der Kopplungsanalyse handelt es sich um ein Verfahren, bei welchem die 
Vererbung einzelner Genabschnitte in unterschiedlichen Generationen innerhalb von 
Familien unter Verwendung von genetischen Markern untersucht wird. Bei diesen 
sogenannten Mikrosatellitenmarkern handelt es sich um variable DNA-Sequenzen, die 
über das gesamte Genom verteilt sind. In den Familien sollte mindestens ein Kind von 
Asthma betroffen und die mit allergischen Erkrankungen assoziierten Phänotypen genau 
definiert sein (Wjst and Wichmann 1995; Daniels, Bhattacharrya et al. 1996; Ober, Cox 
et al. 1998; Meunier, Dizier et al. 2000). In Kopplungsstudien wurden zahlreiche 
chromosomale Regionen (Loci) des Genoms identifiziert, die eine Kopplung zwischen 
den Markern und einem bestimmten allergischen Phänotyp aufwiesen. Das für die 
Krankheit relevante Gen kann dann im Umkreis des betreffenden Markers vermutet 
werden. 
Bei der Geschwisterpaaranalyse werden entweder beide von Asthma betroffenen oder 
beide nicht betroffenen Geschwister untersucht und miteinander verglichen. Wiederum 
werden mit Mikrosatellitenmarkern krankheitsrelevante Genregionen eingegrenzt. Mit 
Assoziationsstudien oder funktionellen Untersuchungen können dann potentiell 
relevante Gene identifiziert werden. 
Ziel einer Kandidatengenstudie ist die Entdeckung von krankheitsrelevanten 
Risikogenen. Hierfür wurden Gene untersucht, denen eine Beteiligung an der 
Pathogenese von Asthma und Allergie nachgewiesen werden konnte. Bei nicht 
verwandten Personen wurden diese Gene dann auf Mutationen untersucht (Baldini, 
Kabesch et al. 2000; Graves, Kabesch et al. 2000; Kabesch, Baldini et al. 2000; 
Shirakawa, Deichmann et al. 2000). Wird eine Mutation bei mindestens 3 % einer 




Polymorphismus. Dieser Polymorphismus (= SNP, single nucleotide polymorphism) ist 
charakterisiert durch nur einen einzelnen Basenaustausch an einer bestimmten Position. 
Ansonsten spricht man von einer seltenen genetischen Variante. 
 
Die Isolierung von Kandidatengenen alleine aufgrund der chromosomalen Lokalisation 
des Krankheitsgenes nennt man Positionsklonierung (Collins 1992). Nach erfolgtem 
Nachweis auf einen genetischen Krankheitshintergrund in epidemiologischen 
Untersuchungen, erfolgt  die genetische Kartierung des krankheitsassoziierten Gens auf 
Basis des Phänotyps in der Regel durch eine Kopplungsanalyse genetischer Marker. Mit 
Hilfe von Mikrosatelliten, die auf der Basis eines familiären Vererbungsmusters als 
Marker für eine mit dem Krankheitsphänotyp gekoppelte Genregion dienen, wird die 
Kandidatengenregion erfasst und immer weiter einzugrenzen versucht. Wenn der DNA-
Marker in chromosomaler Nähe zum Locus des Krankheitsgenes liegt (Kopplung), lässt 
sich bei den betroffenen Familienmitgliedern jeweils eine bestimmte Allel-Variante des 
Markers nachweisen. Mit Hilfe von familien- oder populationsbasierten 
Assoziationsstudien gilt es dann die Krankheitsgenregion mit Assoziationsmarkern in 
Form von Einzelbasenmutationen (SNP´s) weiter einzugrenzen. Gelingt auf diese Weise 
die Isolierung einzelner assoziierter Genloci, werden in einem weiteren Schritt die 
funktionellen Variationen von Sequenzen des assoziierten Gens durch eine 
Sequenzierung der entsprechenden Genregionen identifiziert. Zur Validierung der 
gefundenen Risikomutationen sollte ihre Assoziation mit der Erkrankung anhand der 
Untersuchung in einer unabhängigen Population bestätigt werden. In sogenannten 
Assoziationsstudien wird überprüft, ob ein bestimmtes Allel eines Kandidatengens in 
einer Studienpopulation mit einem bestimmten Phänotyp signifikant häufiger auftritt als 
in einer Kontrollpopulation. 
 
 
1.3 ADAM 33 Genetik 
 
Durch Positionsklonierung wurde 2002 von Van Eerdewegh ein neues Asthma-
Suszeptibilitätsgen auf dem kurzen Arm von Chromosom 20 entdeckt (Van Eerdewegh, 
Little et al. 2002). Hierfür wurde bei 460 kaukasischen Familien (in UK und USA) eine 




Phänotyps „Asthma“ beinhaltete zunächst nur die Arztdiagnose Asthma und aktuelle 
Asthmatherapie. Es fanden sich hierbei 2 Kopplungssignale auf Chromosom 20p13. Um 
das Kopplungssignal weiter eingrenzen zu können wurde die Definition des Phänotyps 
genauer charakterisiert. Zur Arztdiagnose Asthma kam nun entweder bronchiale 
Hyperreagibilität (BHR), erhöhtes Gesamt-IgE oder positive spezifische IgE-Antikörper 
hinzu. Bei den nun verbleibenden 281 Familien konnte die Untersuchung des Phänotyps 
Asthma plus BHR eine deutlich erhöhte Assoziation mit dem zweiten gefunden 
Kopplungssignal zeigen. In der Region dieses zweiten Kopplungssignals liegt ein 
Mitglied der sogenannten ADAM-Gen-Familie. Es wurden nun 135 Polymorphismen in 
einer Fall-Kontroll-Studie mit 130 Ashtmatikern und 217 Kontrollpersonen 
durchgeführt und 23 verschiedene Genregionen untersucht, wobei 7 SNP´s im ADAM 
33 Gen signifikant mit Asthma assoziiert schienen. 
 
 
1.4 Struktur und mögliche Wirkungsweise von ADAM 33  
 
ADAM 33 (=A Disintegrin And Metalloproteinase) ist eine zinkabhängige 
Metalloproteinase aus der ADAM-Gen-Familie, die inzwischen 35 Proteine beinhaltet 
(Primakoff 2000). Alle diese ADAM Proteine haben einen komplexen Strukturaufbau 
mit einer N-terminalen Signalsequenz, welcher eine Prodomäne, eine 
Metalloproteinase-Domäne, eine Disintegrin-Domäne, eine Cystin-reiche Domäne, 
eine EGF (epidermal growth factor)-ähnliche Domäne, eine Transmembran- und eine 
zytoplasmatische Domäne folgen. So vielfältig wie die Domänenstruktur, sind auch 
die damit verbundenen potentiellen Funktionen der ADAM´s, zu denen Katalyse, 






Abbildung 2: schematische Darstellung der Domänenstruktur von ADAM33 
 
 
Die Abkürzung ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) spiegelt die 
Schlüsseldomänen der Proteinfamilie wieder und somit ihre Hauptaufgaben. Die 
Metalloproteinase-Domäne erfüllt proteolytische Aufgaben, wogegen die Disintegrin-
Domäne Adhäsionseigenschaften vermittelt. Die Bezeichnung Disintegrin rührt von 
den verwandten Schlangengiften (SVMP, Snake Venom Metalloprotease) her. Die 
löslichen Schlangengifte binden über die Disintegrin-Domäne an das Integrin von 
Blutplättchen und inhibieren so die Blutplättchenaggregation, was zur Verhinderung 
der Bindung der Plättchen an Fibrin führt (Gould 1990). ADAM´s sind im 
Organismus ubiquitär verteilt (z.B. im Herz, Leber, Niere, Dick- und Dünndarm, 
Spermien, Ovar, Gehirn, Thymus, Lunge, Knochen etc.) und sind in verschiedene 
physiologische Prozesse wie Myoblastenfusion, der Bindung von Spermium und 
Eizelle und deren Fusion, sowie dem „shedding“ von extrazellulären Protein-
Domänen u.v.m. involviert (Wolfsberg 1995), (Wolfsberg 1996). 
 
ADAM 33 gehört zu einer Untergruppe der ADAM-Familie zu der auch ADAM 12, 
13 und 19 gehören, die alle proteolytische Aktivität und Adhäsionsfunktion besitzen 
(Primakoff 2000). Die proteoytische Eigenschaft der Metalloproteinase-Domäne von 
ADAM 33 wurde in Versuchen mit Drosophila nachgewiesen (Garlisi, Zou et al. 
2003; Zou, Zhu et al. 2004). Die von den Zellen sezernierten proteolytischen Enzyme 
bauen Bestandteile der extrazellulären Matrix ab. Dies ist zum Beispiel erforderlich, 
wenn Zellen die Basalmembran durchdringen müssen. Von essentieller Bedeutung für 
die Entwicklung und Homöstase eines Organismus sind auch die Wechselwirkungen 
zwischen Zellen und auch von Zellen mit der Matrix. Zellen müssen während der 
 
 






Embryogenese und Morphogense wandern, adhärieren, miteinander interagieren und 
auch fusionieren (Wolfsberg 1995).  
Exprimiert wird ADAM 33 vor allen Dingen in der glatten Muskulatur des 
Bronchialsystems und in Lungenfibroblasten, nicht aber in Epithelzellen, T-Zellen 
oder Leukozyten (Powell 2004). Die selektive Expression von ADAM33 in 
mesenchymalen Zellen wie Lungenfibroblasten und glatter Muskulatur des 
Bronchialsystems und eine beobachtete stärkere Kopplung und Assoziation mit 
Asthma in Kombination mit bronchialer Hyperreaktivität, deuten darauf hin, dass 
Abweichungen in der Proteinfunktion eng im Zusammenhang mit veränderter 
Funktion der Luftwege, im Sinne eines „airway remodeling“ sind. Auch der Nachweis 
von ADAM33 in glatten Muskelzellen des embryonalen Bronchialsystems deutet 
darauf hin, dass ADAM 33 bei der Entwicklung von bronchialen, vaskulären und 
neuronalen Strukturen, deren Funktion, sowie der Differenzierung von 
mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten und glatten Muskelzellen in diesen 
Strukturen beteiligt ist. Es spielt also möglicherweise eine Rolle bei der Entstehung 
der bronchialen Hyperreaktitivität (Van Eerdewegh, Little et al. 2002) durch 
Proliferation der Fibroblasten und glatten Bronchialmuskulatur, Verdickung der 
Bronchialwände und somit Obstruktion der Atemwege, vielleicht ausgelöst durch eine 
veränderte Proteinaktivität. 
 
Im ADAM33-Gen wurden bislang zahlreiche (>55) Polymorphismen identifiziert und 
im Zusammenhang mit Asthma bronchiale untersucht. Genetische Untersuchungen 
haben gezeigt, dass sich vor allen Dingen in der 3'-Region des Gens, in der die 
transmembranen und cytoplasmatischen Domänen des Proteins kodiert werden, die 
Polymorphismen häufen. 
 
Die durch van Eerdewegh analysierte Region im Bereich des ADAM33-Gens betrug 
insgesamt 3518 bp. Strukturell teilt sich das Gen, das sich auf dem kurzen Arm von 




Abbildung 3: Genomkarte ADAM33 (aus van Eerdewegh (Van Eerdewegh, Little et al. 2002)) mit 
a) angrenzenden Genen, b) Exon/Intron Struktur u. Polymorphismen, c) Domänen-Struktur d. 
ADAM33 Proteins und d) Lokalisation der SNPs (Exongröße in bp) 
 
 
Welcher der vielen Polymorphismen primär für die beobachteten Assziationen von 
ADAM33 mit Asthma und BHR ursächlich verantwortlich ist, bleibt nach wie vor 
unklar. Auch ist nicht offensichtlich, ob eine Zunahme oder ein Verlust des 
entsprechenden Proteins der Entwicklung von Asthma oder BHR zugrunde liegt. 
 
In zahlreichen Fall-Kontroll-Assoziations-Studien, Transmission disequilibrium Tests 
und Haplotyp-Analysen wurden unterschiedliche Gen-Polymorphismen von ADAM 
33, die mit Asthma und bronchialer Hyperreaktivität assoziiert sind, identifiziert (Van 
Eerdewegh, Little et al. 2002; Lee, Park et al. 2004). Manche Gruppen konnten die 
entdeckten Assoziationen zwischen SNP´s in ADAM 33 und Asthma und/ oder BHR 
nur bedingt bestätigen (Werner 2004). Allerdings wurde in manchen Studien auch 
eine fehlende Assoziation von ADAM 33 mit Asthma und BHR gezeigt (Lind, 
Choudhry et al. 2003; Raby, Silverman et al. 2004). Raby et al postulieren vielmehr, 
dass sich der asthmarelevante Locus nicht direkt im ADAM 33-Gen befindet, sondern 
eher in der dem Gen benachbarten genomischen Region (Raby, Silverman et al. 






SNP in der Nähe der 3´-Region und einer massiven jährlichen Abnahme der 
Lungenfunktion dargestellt werden (Jongepier 2004). 
 
 
1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 10 bereits bekannte und in verschiedenen 
Studien unterschiedlich signifikant bewertete SNP´s von ADAM 33 in einer Fall-
Kontroll-Gruppe der ISAAC II-Studie und einer Geburtskohorten-Gruppe der German 
Multicenter Allergy Study (MAS) mit Hilfe der MALDI-TOF Massenspektrometrie 
genotypisiert. In einer anschließenden Assoziationsstudie und Haplotyp-Analyse 
wurden die Polymorphismen auf ihre Assoziation mit Asthma bronchiale und 
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2 MATERIAL UND METHODEN  
 
2.1 Die Populationen 
 
 
2.1.1 Beschreibung der Fall-Kontroll-Gruppe 
 
Zwischen 1995 und 1996 wurde in der westdeutschen Stadt München und den 
ostdeutschen Städten Leipzig und Dresden eine Querschnittsstudie zur Erforschung von 
Asthma und Allergie im Kindesalter durchgeführt. Die Untersuchung wurde in allen 3 
Städten auf der Grundlage von randomisierten Stichproben aus vierten Klassen der 
Schulen der Gemeinden vorgenommen. Die grosse Mehrzahl der Kinder in diesen 4. 
Schulklassen waren im Alter zwischen 9 und 11 Jahren (>95%), sie werden im 
Folgenden als 9-11-jährige bezeichnet. Die Kinder aus München und Dresden wurden 
entsprechend dem Protokoll der „International Study of Asthma and Allergies in 
Childhood“ (ISAAC), Phase II; mittels Elternfragebögen, Hautuntersuchungen, Skin-
Prick-Test (SPT), Blutabnahmen, Spirometrie und bronchialem Reiztest untersucht 
(Weiland, von Mutius et al. 1999). Die 9-11-jährigen Viertklässler aus Leipzig wurden 
einem ähnlichen Protokoll entsprechend zwischen September 1995 und Mai 1996 
untersucht (von Mutius, Weiland et al. 1998). Dieses Protokoll wurde entwickelt, um 
einen zeitlichen Verlauf hinsichtlich atopischer Erkrankungen zu erfassen und 
unterscheidet sich deshalb teilweise von den ISAAC-Vorgaben. Auf die Unterschiede 
wird, falls vorhanden, im Folgenden hingewiesen. Es lagen von insgesamt 1872 
Kindern aus München, Dresden und Leipzig sowohl die Blutproben, als auch die Daten 
der Fragebögen vor. Von allen Erwachsenen und Eltern der an der Studie 
teilnehmenden Kinder wurde eine schriftliche Einverständniserklärung für die 
durchgeführten Untersuchungen eingeholt. Die Studie und alle Methoden wurden durch 
Ethikkomitees der betreffenden Studienzentren überprüft und genehmigt.  
 
Für die hier dargestellte Studie wurden alle Kinder mit positiver Arztdiagnose Asthma 
und/ oder bronchiale Hyperreagibilität (N = 671, München n = 264, Dresden n = 276, 
Leipzig n = 131) von der Gesamtpopulation selektioniert. Diesen wurden im Verhältnis 
1:2 einer zufällig gewählten Gruppe von gesunden, nicht asthmatischen, nicht 
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atopischen Kindern ohne Diagnose für bronchiale Hyperreagibilität gegenübergestellt 
(N = 1342, München n = 528, Dresden n = 552, Leipzig n = 262). Aus dieser 
gemischten Population wurden schließlich nur Kinder deutscher Herkunft, deren DNA 
zur Verfügung stand und bei denen Gesamt-IgE im Serum erfolgreich bestimmt worden 
war, in die Analyse miteingeschlossen (N = 1872, München n = 690, Dresden n = 789, 
Leipzig n = 393). 
 
 
2.1.2 Fragebogen (ISAAC) 
 
Alle Fragebögen wurden über die Schulen der betreffenden Gemeinden an die Eltern 
geschickt und von diesen dann ausgefüllt. Die Fragebögen der Münchner und Dresdner 
Viertklässler enthielten die ISAAC-Kernfragen nach Symptomen von Asthma, 
allergischer Rhinitis und atopischem Ekzem (Asher, Keil et al. 1995) (ISAAC Steering 
Committee (Writing Committee: Beasley R 1998). Den Eltern wurden Fragen gestellt: 
„Diagnostizierte ein Arzt jemals eine der folgenden Krankheiten bei ihrem Kind: a) 
Asthma; b) asthmatische, spastische oder obstruktive Bronchitis; c) Bronchitis?“. 
Kinder wurden dann als Asthmapatienten eingestuft, wenn die Eltern eine ärztliche 
Asthma-Diagnose angaben, oder wenn laut elterlicher Auskunft der Arzt mehr als 
einmal „asthmatische, spastische oder obstruktive Bronchitis“ diagnostiziert hatte. Diese 
Kinder wurden in die Kategorie „akutes Asthma“ aufgenommen, wenn die Eltern 
zusätzlich ein „Pfeifen“ (wheeze) ihres Kindes in den letzten 12 Monaten angaben. Die 
Kinder wurden mit „Bronchitis“ klassifiziert, wenn sie von einem Arzt mehr als einmal 
mit Bronchitis diagnostiziert wurden, die Kriterien für Asthma jedoch nicht erfüllten. 
Desweiteren wurde nach nächtlichem oder morgendlichem Husten ohne Erkältung, 
Diagnosen wie Heuschnupfen oder atopischer Dermatitis gefragt. Auch die derzeitigen 
und früheren Lebensumstände und familiäre Begleitfaktoren der Kinder wurden in 
detaillierten Fragen abgerufen. 
Die Fragebögen für die Leipziger Eltern zeigten nur wenig Unterschiede zu denen der 
ISAAC-Studie (Weiland, von Mutius et al. 1999). 
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2.1.3 Hautuntersuchung  
 
Die Haut der teilnehmenden Kinder wurde im Bereich um die Augen, am Hals, an den 
Beuge- und Streckseiten der Ellenbogen- bzw. Knie-Gelenke, und um die Sprungelenke 
auf sichtbare Zeichen einer Dermatitis kontrolliert. Die Untersucher folgten dabei einem 
strikten vorgegebenen Protokoll mit Fotografien und detaillierten 
Anwendungshinweisen (Williams HC 1994). Die Untersuchungen der 5 genannten 
Regionen wurden ausführlich dokumentiert. In der Münchner und Dresdner Population 
war die ärztliche Diagnose eines atopischen Ekzems oder einer Neurodermitis 
ausschlaggebend, in der Leipziger Population jedoch wurde lediglich im Fragebogen 





Alle teilnehmenden Kinder wurden auf die sechs häufigsten Luft-Allergene im Haut-
Prick-Test getestet (Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae, Alternaria tenius, 
Katzen- oder Hundeschuppen, Gras-, Birken- oder Haselnusspollen oder gemischte 
Baumpollen) entsprechend dem standardisierten ISAAC Phase II Protokoll. Für die 
Münchner und Dresdner Gruppe wurden standardisierte Allergen-Extrakte und 
Kontroll-Lösungen von ALK (Horsholm, Dänemark), für die Leipziger Kinder 
Standards von Stallerkit, Stallergenes aus Frankreich verwendet. Als Positivkontrolle 
diente Histamin (10 mg/ml), als Negativkontrolle eine isotone Kochsalzlösung (NaCl 
0,9%). Die Testung wurde auf der Volarseite des linken Unterarms vorgenommen, die 
Haut dabei unter der Testlösung mit einer Lanzette eingeritzt, das Ergebnis nach 15 
Minuten abgelesen. Für die Auswertung des Prick-Testes war die Größe der jeweils 
entstandenen Quaddel an der Auftragsstelle verglichen mit der Negativkontrolle 
ausschlaggebend. Dabei entsprach ein positives Testergebnis einem 
Quaddeldurchmesser von mehr als 3 mm. 
 
 





Die Messungen des Gesamt-IgE im Serum wurden mit dem Imulite System (DPC 
Biermann, Bad Nauheim, Deutschland) durchgeführt. Anhand aller IgE-Messungen in 
der Gesamtpopulation der Analyse (N = 3063) wurden populationsbasierte Perzentilen 




2.1.6 Lungenfunktionsprüfung und Provokation des Bronchialsystems 
 
Bei den Münchner und Dresdner Kindern wurde die Lungenfunktion mit dem 
MasterScope Version 4.1 der Firma Jäger (Würzburg, Deutschland) gemessen. Es 
wurden mindestens 2 Standard-Spirogramme aufgezeichnet. Die höchsten von zwei 
reproduzierbaren maximalen expiratorischen Atemvolumina in einer Sekunde (FEV1) 
wurden als Ausgangs-FEV1 gewertet. Bronchiale Hyperreaktivität wurde anhand eines 
Abfalls des FEV1 nach Inhalation von hyperosmolarer Kochsalzlösung (4,5 %) 
gemessen. Die Kinder inhalierten die hyperosmolare Kochsalzlösung in Perioden 
zunehmender Dauer: für 0.5, 1, 2, 4 und 8 Minuten. Eine bestehende Asthmamedikation 
sollte mindestens 12 Stunden vor der Untersuchung abgesetzt werden. Ein Kind wurde 
als bronchial hyperreagibel gewertet, wenn a) entweder des FEV1 unter 15 % des 
vorher ermittelten Ausgangs-FEV1 abfiel, oder b) die Provokation mit hyperosmolarem 
Kochsalz abgebrochen werden musste, weil das Kind beständig nach Wiederholung der 
Inhalationen auf einen FEV1-Wert von 85-90 % des Ausgangs-FEV1 abfiel (Weiland, 
von Mutius et al. 1999). 
 
Bei den Leipziger Kindern wurde die Lungenfunktion mit einem Pneumoskop der 
Firma Jäger (Würzburg, Deutschland) als forcierte Fluß-Volumen-Kurven gemessen, 
bis mindestens 3 reproduzierbare Diagramme erzielt waren. Die Messung erfolgte vor 
und nach einer 4-minütigen Provokation mit minus 15 Grad Celsius kalter und trockener 
Luft („Kaltluftprovokation“) (von Mutius, Weiland et al. 1998) (Kabesch, Schaal et al. 
1999). Bronchiale Hyperreaktivität wurde dann gewertet, wenn das gemessene FEV1 
unter die 95%-Perzentile der gemessenen Gesamtpopulation sank (Nicolai, Mutius et al. 
1993). 
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2.1.7 Beschreibung der MAS-Geburtskohorten-Gruppe 
 
In der German Multicenter Allergy Study (MAS) wurden im Jahr 1990 Neugeborene 
und deren Familien aus 6 Krankenhäusern in 5 deutschen Städten (Berlin, Düsseldorf, 
Freiburg, Mainz und München) für die Studie rekrutiert. Von insgesamt 7609 
Neugeborenen wurden 1314 Kinder von Geburt an bis zum Alter von 10 Jahren 
nachuntersucht (499 Atopie-Risiko-Kinder mit IgE-Spiegel ≥ 0,9 kU/l im 
Nabelschnurblut und/ oder ≥ 2 atopische Familienmitglieder, und 815 zufällig gewählte 
Kinder ohne Atopie-Risiko) (Kulig, Klettke et al. 2000; Liu, Beaty et al. 2003). Von 
allen Eltern der an der Studie teilnehmenden Kinder wurde eine schriftliche 
Einverständniserklärung für jede einzelne durchgeführte Untersuchung eingeholt. Die 
Studie und alle Methoden wurden durch ein Ethikkomitee überprüft und genehmigt. Bei 
888 MAS-Kindern (davon Asthmatiker n=96, nicht-asthmatisch n=792) wurde die DNA 
aus den Blutproben extrahiert. Alle Kohorten-Mitglieder wurden im Alter von 1, 3, 6, 
12, 18 und 24 Monaten und anschließend jährlich nachuntersucht. Es wurden 
standardisierte Interviews, Fragebögen und körperliche Untersuchungen ähnlich der 
ISAAC-Studie durchgeführt. In den Interviews wurden die Eltern nach Atopie-
Symptomen und atopischen Erkrankungen ihrer Kinder und über Atopien in der Familie 
befragt. Als atopisch wurden Eltern betrachtet, die entweder Asthma, atopisches Ekzem 
oder eine Nahrungsmittelallergie (einschließlich allergischer Rhinitis) hatten. 
 
Für die Analyse in der vorliegenden Arbeit wurden alle deutschen Kinder, deren DNA 





Die Fragebögen und Interviews der Multicenter Allergy Studie wurden in Anlehnung an 
die ISAAC-Studie ausgearbeitet. Sie wurden zunächst an die werdenden Mütter verteilt. 
Anhand eines kurzen Fragekataloges zu elterlicher Anamnese von Asthma, allergischer 
Rhinitis und/ oder atopischer Dermatits wurden Familien selektioniert, die bei positiver 
elterlicher Anamnese intensiver evaluiert wurden. Während der anfangs 3-monatlichen 
und halbjährlichen Vorstellungen und Nachuntersuchungen im ersten Studienjahr wurde 
nach Ernährungsgewohnheiten und Infektionen des Säuglings und auch nach dem 
Material und Methoden 
 
 19
Rauchverhalten der Eltern gefragt. Die Befragung der Eltern erfolgte getrennt nach 
Mutter und Vater. 
Als atopisch wurden Eltern angesehen, wenn sie entweder Asthma, atopisches Ekzem 





Die IgE-Bestimmung beim Neugeborenen erfolgte aus Nabelschnurblut. Um 
festzustellen, dass keine Kontamination mit mütterlichem Blut vorlag, wurde eine 
gleichzeitige Messung des IgA durchgeführt, da IgA die Plazenta nicht passieren kann 
und somit in Nabelschnurblut nicht nachweisbar ist. Die Messungen wurden mit dem 
CAP-RAST-FEIA System (Pharmacia, Deutschland) durchgeführt. 
 
 
2.1.10 Gesamt-IgE-Messung und spezifische IgE-Antikörper 
 
Im Alter von 1, 2, 3, 5, 7 und 10 Jahren wurde bei den an der Studie teilnehmenden 
Kindern sowohl das Gesamt-IgE als auch spezifische IgE-Antikörper gegen die 
häufigsten Nahrungsmittel- und Inhalationsallergene (Dermatophagoides pteronyssinus, 
D. farinae, Hühnereiweiß, Kuhmilch, Soja, Weizen, gemischte Gräser, Birkenpollen 





Urin-Untersuchungen auf Cotinin-Spiegel wurden im Alter von 1, 2, 3 und 4 Jahren 
durchgeführt. Cotinin kann als Nachweis für passive Rauchexposition der Kinder 
herangezogen werden. Die unterste Messgrenze liegt bei 1 ng/ml. (Luck and Nau 1985) 
 
 





Nach einer schriftlichen Anweisung wurden von den Eltern in der häuslichen 
Umgebung Staubproben gesammelt. Dafür wurden mit dem Staubsauger Areale von 1 
m2 im Schlafzimmer, Kinder- und Wohnzimmer 3 Minuten lang gesaugt (Dreborg, 
Einarsson et al. 1995). Diese Proben wurden bei der Nachuntersuchung der Kinder im 
Alter von 6 und 18 Monaten auf Milben- und Katzenschuppen-Allergenkonzentration 
hin untersucht. Für die Allergen-Extraktion und Analyse wurde ein Sandwich ELISA 
von ALK (Kopenhagen, Dänemark) verwendet (Lau, Falkenhorst et al. 1989).  
 
 
2.1.13 Lungenfunktionsprüfung und Provokation 
 
Im Alter von 7 Jahren wurde bei 645 Kindern (71,5 % der in diesem Alter noch 
teilnehmenden Kinder, 48 % der Gesamtpopulation) eine Lungenfunktion durchgeführt. 
Ebenso wurde ein bronchialer Provokationstest mit Histamin bei diesen Kindern 








HotStarTaqTMPolymerase (5units/µl)  Quiagen, Hilden 
Taq-DNA-Polymerase (5U/µl)   Quiagen, Hilden 
Thermosequenase    Amersham Bioscience, Freiburg, D 
 
2.2.1.2 sonstige Enzyme 
Proteinase K     Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, D 
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)   Amersham Bioscience, Freiburg, D 
 







Bezogen von Metabion (Planegg/ Martinsried, D), siehe Tabelle  2.5 
2.2.2.2 PEP-Primer 
N15-Primer von Metabion (Planegg/ Martinsried,D) 
2.2.2.3 MALDI-TOF-Primer 
Sense-/ Antisense-/ Extensions-Primer von Metabion (Planegg/ Martinsried, D), siehe 
Tabellen 2.5 und 2.6 
 
 
2.2.3 Lösungen, Puffer und Reagenzien 
 
2.2.3.1 Lösungen, Puffer, Reagenzien für die DNA-Extraktion 
 
-Ery-Lyse-Puffer: 41.45 g 155 mM NH4Cl (=isotonisch), Merck, Darmstadt,D 
      5 g 10 mM KHCO3, Merck, Darmstadt, D 
      0,5 M EDTA ph=8, Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
      ad H2O mit pH=7,4 
-Proteinase-K-Puffer:   5 ml Tris 1-molar, pH 7.5, Sigma-Aldrich, 
      Steinheim, D 
      1 ml 0.5-molares EDTA, ph=8, Sigma-Aldrich,  
      Steinheim, D 
      ad 500 ml H2O 
-TE-Puffer:    5 ml 1-molares Tris,Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
      1 ml 0.5-molares EDTA, pH=8, Sigma-Aldrich,  
      Steinheim, D 
      ad 500 ml H2O 
-SDS 20 %    Na-dodecylsulfat, Serva, Heidelberg, D 
-EtOH 100 %    Ethanol absolut zur Analyse, Merck, Darmstadt,D 
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2.2.3.2 Lösungen, Puffer, Reagenzien für PCR 
-PCR-Puffer, ph (Puffer Y):  200 mM Tris-HCl (pH8.55) 
      160 mM (NH4)2SO4 
      20 mM MgCl2; PeqLab, Erlangen, D 
-10x Puffer S:    100 mM Tris-HCl (pH 8.8) 
      500 mM KCl 
      0,1 % Tween 
      15 mM MgCl2; PeqLab Erlangen, D 
-dNTP-Stammlösung 10 mM: 100 µl dATP, 100 µl dCTP, 100 µl dGTP, 100 µl  
      dTTP 
      600 µl H2O; PeqLab, Erlangen, D 
-Betain 5 M    Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
-MgCl2 25mM    Promega GmbH, Mannheim, D 
-H2O Water Molecular Biology Grade; Eppendorf AG, Hamburg, D 
 
2.2.3.3 Lösungen, Puffer, Reagenzien für die PEP-Reaktion 
-PCR-Puffer, ph (Puffer Y):  200 mM Tris-HCl (pH8.55) 
      160 mM (NH4)2SO4 
      20 mM MgCl2; PeqLab, Erlangen, D 
-MgCl2 25mM    Promega GmbH, Mannheim, D 
-dNTP-Set, je 2 mM   PeqLab, Erlangen, D 
-H2O Water Molecular Biology Grade; Eppendorf AG, Hamburg, D 
 
2.2.3.4 Lösungen, Puffer, Reagenzien für die MALDI-TOF 
-10x PCR Buffer   containing 15 mM MgCl2; Quiagen, Hilden, D 
-4x dNTP´s    MBI Fermentas, St. Leonrod, D 
-MgCl2 25mM    Promega GmbH, Mannheim, D 
-MassExtend Nucleotide Mix Pack SEQUENOM, San Diego, CA, USA 
-hME MassExtend Nucleotide Mix-Pack SEQUENOM, San Diego, CA, USA 
-hME-Puffer    SEQUENOM, San Diego, CA, USA 
-3-Punkt-Kalibrant   SEQUENOM, San Diego, CA, USA 
- Spectroclean resin   SEQUENOM, San Diego, USA 
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2.2.3.5 Lösungen, Puffer, Reagenzien für die DNA-Gelelektrophorese 
-100bp DNA-Ladder  500 µg/ml, New England Biolabs, Frankfurt a. M., D 
-SeaKem LE Agarose  Cambrex Bioscience Rockland, ME, USA 
-Ethidiumbromid-Lösung 10 mg EtBr in H2O, Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
-Loading dye   30 % Glycerin, Bromphenolblau, Xylenecyanol-FF 
-Loading Dye(1:10):  10 µl loading dye, 90 µl Glycerin 30 % 
-TBE-Puffer; pH 8.3 (Tris-Borat-EDTA-Puffer): (10 x Ansatz) 
      510 g Tris, Sigma-Aldrich, Steinheim 
      275 g Borsäure, Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
      37.2 g EDTA (pH 8), Sigma-Aldrich, Steinheim 





2.2.4.1 MALDI-TOF Massenspektrometrie 
-MassEXTEND Core Kit  SEQUENOM, San Diego, USA 
 
 
2.2.5 Sonstige Materialien 
 
-Thermo-Fast 96 PCR Plates  Low Profile; PeqLab, Erlangen, D 
-Mikrotiterplatten   Applied Biosystems, Weiterstadt, D 
-Thermofast 384 MTP   Abgene, Surrey, UK 
-96-er Clusterplates   Quiagen, Hilden, D 
-Matrix-Chips    Quiagen, Hilden, D 
  
 
2.2.6 Geräte und Hilfsmittel 
 
Neben der Standard-Laboraussrüstung wurden folgende Geräte verwendet: 
 
-Gel-Dokumentationssystem: KODAK Electrophoresis Documentatiob and Analysis 
System;Kodak, Stuttgart/ Wangen, D 




 BIO RAD Power Pac 300 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) 
 BIO RAD Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,  
  USA) 
- MASSARRAY System (Sequenom, San Diego, USA) 
-Massenspektrometer: BIFLEX II-TOF (Bruker Franzen Analytik GmbH, Bremen, D) 
-Mikrowelle; Bosch, Stuttgart, D 
-PCR-System: Mastercycler; Eppendorf AG, Hamburg, D 
Tetrad PCR Thermal Cycler MJ Research, Waltham, USA 
-Pipettierroboter: Pipettierroboter Multimek 96 (Beckman/Sagain, Unterschleißheim, D) 
Sequenom Spetro Point Nanaliter Pipetting Systems (Sequenom, San Diego, USA) 
-Photometer: eppendorf BioPhotometer (Eppendorf AG, Hamburg, D) 
-Pipetten: eppendorf Research 10 µl, 20 ml, 100 µl, 200 µl, 1000 µl (Eppendorf AG, 
Hamburg, D) 
-Tischzentrifuge: Hettich Zentrifugen Mikro 20 (Hettich GmbH, Tuttlingen, D) 
Vortexer: Scientific Industries Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Inc. NY, USA) 
-Waage: Kern 440-33 (Kern, Ballingen, D) 
-Wasserbad: Köttermann Labortechnik, D (Köttermann GmbH, Uelze, D) 






-Gemini 3.5 (Tecan, Crailsheim, D) 
-Bioworks (Bekmann Coulter, Fullerton, USA) 
 
2.2.7.2 MALDI-TOF Massenspektrometrie 
-Spectro TYPER_RT 2.0.0.3 (SEQUENOM, San Diego, CA, USA) 
 Spectro-Designer, Spectro-Importer, Spectro-Typer 
 
2.2.7.3 Primer und PCR-Bedingungen 
-Netprimer (Premierbiosoft International Palo Alto, Californien, USA) 
-SpectroDESIGNER (SEQUENOM, San Diego, Californien, USA) 




2.2.7.4 Analyse genomischer DNA-Sequenzen 
-BioEditSequence Alignment Editor  
(Hall 1999, http://www.mbio.ncsu/BioEdit/biodeit.html) 
 
2.2.7.5 Datenbanken aus dem Internet 
-National Center for Biotechnology Information (http://ncbi.nlm.nih.gov/) 















Die DNA der an der Analyse teilnehmenden Probanden wurde aus den Leukozyten aus 
EDTA-Vollblut nach folgendem Protokoll von Miller, Dykes und Polesky gewonnen 
(Miller, Dykes et al. 1988): 
-10 ml EDTA-Blut in 50 ml Falcon-Tube überführen und 20 ml Ery-Lyse-Puffer (7.3.1) 
zugeben 
-10 Minuten belassen und gelegentlich schütteln, bis die Erythrozyten lysiert sind 
  (Umschlagen der Farbe der Blutmischung in klar bis lackfarben) 
-Zentrifugieren für 10 Minuten bei 1500 Umdrehungen pro Minute 
-Überstand abpipettieren, Zellen durch Erschütterung („Reiben am Ständer“) 
resuspendieren 
-nochmals mit 20 ml Erylyse-Puffer auffüllen, schütteln, 7 Minuten lysieren lassen 
-Zentrifugieren für 10 Minuten bei 1500 Umdrehungen pro Minute 
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-Überstand abgießen und Leukozyten resuspendieren (s.o.) 
-5 ml Proteinase-K-Puffer (7.3.1), 25 µl Proteinase K (20 mg/ml) (7.1.2) und 250 µl 
20% SDS (7.3.1) zugeben 
-über Nacht im Wasserbad bei 37 °C inkubieren 
-Proben mit 1500 µl 5molarem NaCl mischen und mindestens 30 Minuten bei 
maximaler Geschwindigkeit (4000 rpm) zentrifugieren 
-Überstand in neue 50 ml Falcon-Tubes überführen und mit 20ml unvergälltem 100 %-
igem Ethanol (7.3.1) versetzen, danach sofort schwenken und fällen 
-in beschriftete Röhrchen mit Schraubverschluß 500 µl 70 %iges Ethanol vorlegen 
-DNA im Überstand abpipettieren und in Alkohol reinigen 
-Ethanol abpipettieren und das DNA-Pallett lufttrocknen lassen 
-DNA in ca. 150 µl TE-Puffer (ph 8) (7.3.1) lösen und bei + 4 °C aufbewahren. 
Die genomische DNA der beiden Populationen wurde in der vorliegenden Arbeit für 
alle Genotypisierungen zur Polymorphismus-Detektion im ADAM33-Gen benutzt. 
 
 
2.3.2 Bestimmung des DNA-Gehaltes der Proben 
 
Der DNA-Gehalt der verwendeten Proben wurde mit einem Eppendorf BioPhotometer 
gemessen, die Test-DNA wurde durch Verdünnung auf einen Wert von 20 µg dsDNA/ 
ml eingestellt. Die Zielgröße des 260 /280 nm-Wertes lag zwischen 1,7 und 2,0. 
 
 
2.3.3 Primer-Extension-Preamplification (PEP)  
 
Die Methode der Primer-Extension-Preamplificatoin wurde in der vorliegenden Arbeit 
eingesetzt, um eine Vermehrung der vorhandenen DNA durchzuführen. Bei der PEP-
Reaktion handelt es sich im Prinzip um eine PCR (Polymerase-Kettenreaktion). Mit 
einem Primer (N15-Primer) (2.2.2.2) wird die Genomsequenz per Zufallsprinzip 
amplifiziert. N15-Primer stellen eine Mischung unterschiedlicher Primer mit jeweils 
einer Länge von 15 Basen dar, deren Basenabfolge zufällig festgelegt wurde. Auf Grund 
der unspezifischen Sequenzen dieser Primer kommt es bei der PEP-Reaktion zur 
zufälligen Anlagerung am gesamten komplementären DNA-Strang der eingesetzten 
Probe. Die Amplifikation findet dann zwischen den benachbarten, an den DNA-Strang 
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angelagerten Primern statt. Die Regionen zwischen den Primern variieren in ihrer Länge 
und können zum Teil überlappen. Da die Primer sich zufällig über den ganzen DNA-
Strang verteilen, ist es mit dieser Methode möglich, fast das gesamte Genom zu 
amplifizieren. Es werden somit fast 80 % aller Genomregionen der vorhandenen DNA 
mit einem Mininum von 30 Kopien reproduziert. Durch diese Methode kann die Menge 
an Gesamt-DNA auf das 40- bis 80-fache gesteigert werden. Im Rahmen genetischer 
Forschung ist dies wichtig, um möglichst viele Genotypisierungen von einer 
individuellen DNA-Probe zu erhalten. Zumal auf Grund des Populationsumfangs eine 
weitere Probenentnahme zu einem späteren Zeitpunkt schwer durchführbar erschien. 
 
Ein Standard-PEP-Ansatz wurde immer nach dem in Tabelle 1 aufgeführten Schema für 
einen 50 µl-Ansatz pipettiert und unter den in Tabelle 2 allgemein beschriebenen 
Temperatur-Bedingungen in einem Thermocycler (2.2.6) durchgeführt. 
Zur Qualitätskontrolle der PEP-Reaktion wurden einige Proben auf einem 1,5 %-igen 
Agarose-Gel (2.2.3.5) aufgetragen und zusätzlich eine Kontroll-PCR durchgeführt. 
 
 






DNA-Template 1,0 μl (5 ng/μl) 
dNTP-Mix 5 μl (je 2 mM) 
PCR-Puffer  5 μl 10 x 
MgCl2 
5 µl 25 mM 
N15-Primer 10 μl (200 μM) 
Taq-DNA-
Polymerase 
1 μl (5 U/μl) 
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1. 94 °C 3 min 
2. 94°C 1 min 
3. 37 °C   2 min 
4. 37 °C 1 sec 
+ 0,2 °C/sec 
R = 2,0 °C/sec 
5. go to 4. Repeat 90 
6. 55 °C 4 min 
7. go to 2. Repeat 49 
8. 72 °C 5 min 
9. Hold 4 °C  
 
 
2.3.4 Gel-Elektrophorese von Nukleinsäuren in Agarose-Gelen 
 
Zur Identifizierung und Kontrolle der DNA-Qualität von PCR-Produkten wurde eine 
elektrophoretische Auftrennung in entsprechenden Agarose-Gelen (2.2.3.5) 
durchgeführt. Außerdem konnte mit dieser Methode eine Mengenabschätzung kleiner 
DNA-Mengen vorgenommen werden. Das Prinzip beruht auf der Tatsache, dass 
Nukleinsäuren unter neutralen pH-Bedingungen negative Ladungen besitzen und somit 
in einem elektrischen Feld wandern, wobei ihre Geschwindigkeit proportional zum 
Logarithmus ihres Molekulargewichts ist.  
Die Konzentration der Agarose richtete sich nach der Größe aufzutrennender DNA-
Moleküle. In der Regel wurden PCR-Produkte und Fragmente unter 1,0 kb in einem 
3,0%-igen Gel aufgetrennt. 
Die Gele zur Trennung von DNA wurden zubereitet, indem die Agarose in TBE-Puffer  
(2.2.3.5) aufgekocht und vor dem Erhärten bei ca. 60 °C in horizontale Schlitten 
gegossen wurde. Ein Kamm stellte Vertiefungen her, in die nach dem Erkalten die zu 
trennende DNA-Lösung gegeben wurde. Die Zugabe des interkalierenden Farbstoffs 
Ethidiumbromid (2.2.3.5) zur aufgekochten Agarose-Lösung ermöglichte eine 
Visualisierung der Nukleinsäuren unter UV-Licht (302 nm). Proben der 
aufzutrennenden DNA-Lösung wurden mit Ladepuffer (2.2.3.5) versetzt und dem 
Material und Methoden 
 
 29
elektrischen Feld ausgesetzt. Durch Vergleich mit einem Längenstandard definierter 
Fragmentlängen (100 bp Ladder, New England Biolabs) konnte die Länge der DNA-
Moleküle abgeschätzt werden. Zur Dokumentation wurden mit einer Kamera (2.2.6) 
Aufnahmen der Gele gemacht. 
 
 
2.3.5 Genotypisierung mittels MALDI-TOF MS 
 
2.3.5.1 Theoretische Grundlagen 
 
Die matrixunterstützte Laser-Desorptions-Ionisation mit Flugzeitmassenspektrometer-
Detektion (MALDI-TOF, matrix-assisted laser dersorption/ ionization time-of-flight) 
wurde als schnelle und empfindliche Absolutmethode zur Bestimmung von Molmassen 
von Molekülen entwickelt. Sie wird inzwischen aber auch zur Bestimmung und 
Charakterisierung von Biomolekülen wie Proteine, Peptide, Oligasaccharide und auch 
Oligonukleotide, mit Molekülmassen zwischen 400 und 350.000 Da eingesetzt.  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde das MALDI-TOF-Verfahren zur Bestimmung von 
kleinen DNA-Fragmenten eingesetzt. Dabei können mit Hilfe des MALDI-TOF-
Massenspektrometers DNA-Fragemente in einer Größenordnung von 3 – 30 Basen mit 
einer Genauigkeit von 0,1 % bis 0,01 % bestimmt werden, wodurch sich ein 
Massenbereich erschließt, in dem eine SNP-Analyse (SNP = single nucleotide 
polymorphism) durchgeführt werden kann. (Griffin and Smith 2000; Leushner 2001; 
Storm, Darnhofer-Patel et al. 2003; Gohlke 2004). 
Diese Methode hat in den letzten Jahren zur Entwicklung von effektiven 
Hochdurchsatzanalysen („high-throughput-methods“) geführt, mit deren Hilfe der 
Austausch von Einzelbasen (SNP´s) im Genom schnell und präzise detektiert werden 
kann. Hierbei werden in einer komplizierten Verkettung aus Hybridisierung einer SNP-
spezifischen Sonde an die DNA und enzymatischer Spaltung, SNP´s detektiert. Die 
abgespaltenen Signalmoleküle werden dann im elektrischen Feld beschleunigt, wobei 
die Zeit bis zum Aufschlagen auf den Detektor das Molekulargewicht des 
Signalmoleküls widerspiegelt. Somit ist es möglich mit Hilfe der Massenunterschiede 
von Polymorphismen Genotypisierungen durchzuführen. 
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Zur Vorbereitung der Proben wurden zunächst in einer Polymerase-Ketten-Reaktion die 
Regionen um die Einzelbasenpolymorphismen amplifiziert. In einem zweiten Schritt 
wurden die PCR-Produkte unter Zusatz einer Shrimp-alkaline-phosphatase (2.2.1.2) von 
überschüssigen Nukleotiden gereinigt, um dann in einem letzten Schritt, der Extension 
(hME = homogeneous MassExtend), vervielfältigt zu werden. Um überschüssige 
Kationen aus der Lösung herauszuziehen, wurden die einzelnen Platten mit 
Spectroclean (Kationen-Ausstauscher) (2.2.3.4) versetzt. Danach können die Proben für 
die Analyse im Massenspektrometer (MALDI-TOF MS) auf Matrix-Chips gespottet 
werden. Mit Hilfe der matrix-unterstüzten Laser-Desorptions-Ionisation werden die 
Proben in einen gasförmigen Zustand überführt und in das time-of-flight 
Massenspektrometer transferiert, wo sie von den Matrix-Ionen getrennt und erkannt 
werden. Dies geschieht unter Vakuum-Bedingungen. Alle Ionen werden physikalisch 
voneinander entsprechend ihres Masse/ Ladung -Verhältnisses separiert. Ein spezieller 
Detektor registriert die Ankunftszeit und Intensität der Signale. Matrix-Ionen und 
leichte Peptide erreichen den Detektor zuerst, gefolgt von schwereren Proteinen in 
aufsteigender Reihenfolge entsprechend des Masse/ Ladung-Verhältnisses. 
 
Mit der MassArray RT-Software (Sequenom) wurden die Genotypisierungen in real 
time gecallt. (Weidinger and al. 2004) 
 
Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines MALDI-TOF-Massenspektrometers (nach Griffin and 
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2.3.5.2 Vorbereitung der Platten für die MALDI-TOF 
 
Die zuvor durch die PEP-Methode (2.3.3) amplifizierten einzelnen Proben der 
Studienpopulation (DNA-Gehalt 20 ng/µl) wurden nach einem anschließenden 
Verdünnungsschritt (1:4) mit einer Konzentration von 5 ng/µl auf 96-er Clusterplates 
(Mutterplatte) überführt. Zur Qualitätssicherung enthielt jede dieser Platten vier 
Leerproben als Negativkontrolle.  
 
 
Abbildung 5: Kontrollschema für Mutterplatte, NK=Negativkontrolle 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A      
B   NK   
C      
D     NK 
E      NK
F      
G      NK
H      
 
 
4 dieser Mutterplatten wurden zu einer 384 „well“ PCR-Platte (Tochterplatte) nach 
einem vorgegebenen Schema zusammengefasst. Dabei wurden je 1µl DNA (5ng/µl) 
von der Mutterplatte auf die Tochterplatte mit Hilfe eines Pipettierroboters (2.2.6) 
überführt und über Nacht bei Raumluft getrocknet. Die Gesamtkonzentration der 
einzelnen Proben betrug nach der Trocknung 5 ng.  
 
Die so hergestellten Tochterplatten wurden in den weiteren Arbeitschritten im Rahmen 
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Abbildung 6: Verteilungsmuster von 4 Mutterplatten (96er Platten) auf eine Tochterplatte (384er 
Platte); NK=Negativkontrolle 
 
        Platte1  Platte2 
        Platte3  Platte4 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
A            
B            
C    NK NK       
D    NK NK       
E            
F            
G        NK NK     
H        NK NK     
I        NK NK     
J        NK NK     
K            
L            
M          NK NK 
N          NK NK 
O            
P            
 
 
2.3.5.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) im Rahmen der hME-Methode für die  
 MALDI-TOF 
 
Bevor ein SNP mit Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifiziert werden 
kann, muss der den Basenaustausch flankierende Bereich mit Hilfe einer PCR 
vervielfältigt werden, wobei die Primer so gewählt werden, dass PCR-Amplifikate 
entstehen, die ca. 100 bp groß sind, damit eine möglichst hohe PCR-Effizienz erreicht 
wird (Griffin and Smith 2000). Anschließend werden die so generierten PCR-Produkte 
für die Primer-Extensionsproduktion als Template eingesetzt. 
 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode, durch die spezifische 
Nukleinsäure-Sequenzen definierter Länge aus einem heterogenen Gemisch von 
Nukleinsäure-Molekülen selektiv vermehrt werden. Vorbedingung ist die Kenntnis der 
Sequenzen an beiden Enden, an den sich dann zwei kurze Starter-Oligonukleotide 
(„Primer“) an Strang und Gegenstrang anlagern. Die anschließende Amplifikation wird 
möglich gemacht durch die Verwendung einer hitzestabilen Taq-Polymerase, die durch 
Termperaturerhöhung nicht denaturiert wird. Die Trennung der DNA in ihre 
Einzelstränge erfolgt über Erhitzung. Anschließend hybridisieren die Oligonukleotide 
an die jeweilige DNA-Sequenz und schließlich werden die komplementären Stränge 
synthetisiert. Durch Wiederholung (hier 44 Zyklen) dieser Vorgänge (Denaturierung 
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und Synthetisierung) nimmt die Menge an DNA exponentiell zu. Ein Reaktionsansatz 
zur zyklischen Amplifikation der DNA-Fragmente besteht aus zwei  spezifischen 
Oligonukleotidprimern, hitzestabiler Taq-Polymerase, den vier Desoxy-
nukleosidtriphosphaten dATP, dCTP, cGTP und cTTP, dem DNA-Template und 
geeigneten Pufferbedingungen.  
 
Ein Standard-PCR-Ansatz wurde immer nach dem in Tabelle 3 aufgeführten Schema 
pipettiert, unter den in Tabelle 4 allgemein beschriebenen Temperatur-Bedingungen. 
 
Tabelle 3: Komponenten eines PCR-Ansatzes  
 
 
Tabelle 4: Allgemeine Temperatur-Bedingungen einer PCR 
 
 Temperatur Zeit 
95 °C 15 min 
95°C 30 sec 
56 °C   30 sec (45 Zyklen) 
72 °C 1 min 
72 °C 10 min 
20 °C hold 
 
Sowohl aus Kosten- als auch aus Zeitersparnis wurde für die PCR eine parallele 
Vorgehensweise gewählt. Die DNA der Probanden wurde genotypisiert, in dem man 
Komponenten Volumen Konzentration der 
Stammlösung 
DNA-Template (in MTP) luftgetrocknet (5 ng/μl) 
dNTP-Mix 0,6 μl (je 2 mM) 
PCR-Puffer (15mM MgCl2) 0,6 μl (10 x) 
MgCl2 0,24 µl (25 mM) 
Hinprimer 0,1 μl (10 mM) 
Rückprimer 0,1 μl (10 mM) 
Taq-DNA-Polymerase 0,02 -0,05 μl (5 U/μl) 
H2O 4,34 μl  
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gleichzeitig mehrere Ansätze parallel in einem Reaktionsgefäß analysierte (Multiplex). 
Entsprechend der Anzahl zu untersuchender SNP`s wurden bis zu 5 Primer zur gleichen 
Zeit in einem Ansatz (Pentaplex) eingesetzt. Die mit Hilfe der SpektroDesigner 
Software berechnten PCR-Bedingungen waren so spezifieziert, dass sämtliche 
durchgeführten Amplifikationsreaktionen nicht mehr optimiert werden mussten und 
nach einem vereinheitlichten Pipettierprotokoll bzw. Temperaturprogramm ablaufen 
konnten. 
 
In 480-fachem Ansatz wurde ein sogenannter Mastermix nach dem Ansatz für die PCR 
(Tab 3) hergestellt. Mit dem Pipettierroboter Tecan Robotik wurden von dieser Lösung 
dann 6 µl auf die 384er Platte übertragen. 
 
In Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Primer und ihre genauen Sequenzen. 
 
















SNP sense-Primer anti-sense-Primer 
F+1 ACGTTGGTGAAAATACTGGGACTCGAGGC ACGTTGGATGTGCTGTATCTATAGCCCTCC 
M+1 ACGTTGGATGGGGCACCAATTAACTAAGGC ACGTTGGATGTGAGGGCATGGAAGGTTCAG 
S1 ACGTTGGATGAGTCGGTAGCAACACCAGGC ACGTTGGATGAATCCCCGCAGACCATGACAC 
S2 ACGTTGGATGAGTCGGTAGCAACACCAGG ACGTTGGATGACCATGACACCTTCCTGCTG 
ST+4 ACGTTGGATGGGAGTGAAAAGATGTGCTGG ACGTTGGATGCCACTTCCTCTGCACAAATC 
ST+5 ACGTTGGATGAGAGAACTGGGTTAAGGCAG ACGTTGGATGCCAGCACATCTTTTCACTCC 
ST+7 ACGTTGGATGCTGCCCTTGATGATTCCAAG ACGTTGGATGGGAACATCACAGGAAATGAC 
T1 ACGTTGGATGTTCCCTTCTCCCTTCCCTCTC ACGTTGGATGTTGCTCAGCCCCAAAGATGG 
T2 ACGTTGGATGTTCCCTTCTCCCTTCCCTCTC ACGTTGGATGTTGCTCAGCCCCAAAGATGG 
V4 ACGTTGGATGAGAAACAGGAAGGAAGGTCC ACGTTGGATGTATGGTTCGACTGAGTCCAC 
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2.3.5.4 Reinigen des PCR-Produktes (SAP-Reaktion) 
 
Überschüssige Desoxynukleotide der erfolgten PCR-Reaktion werden durch Zusatz des 
Enzyms SAP (shrimp alkaline phosphatase) (2.2.1.2) zum PCR-Produkt inaktiviert und 
abgebaut (Weidinger and al. 2004). Dies ist notwendig, da durch die freien Nukleotide 
andere als die vorher bestimmten Primer-Extensionsprodukte entstehen würden, was 





In der Extensionsphase werden die spezifischen Sequenzen des Polymorphismus 
vervielfältigt. Die Primer werden deshalb so ausgewählt, dass das Ende des Primers 
direkt vor dem zu detektierenden SNP liegt. 
Nach der Denaturierung lagert sich der spezifische Extensions-Primer an die 
vorhandenen Einzelstränge an. In einem 10 µl-Ansatz wird unter Zusatz von 
Thermosequenase (2.2.1.1) zur Reaktion die Vermehrung der Sequenzen eingeleitet 
(Weidinger and al. 2004). Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten hME-
Extensiosprimer sind in Tabelle 6 aufgelistet.  
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2.3.5.6 Aufreinigung der Extensionsprodukte 
 
Um den Reaktionspuffer von überschüssigen Salzen zu reinigen werden die 
enstandenen Extensionsprodukte anschließend mit SpectroCLEAN resin (2.2.3.4), 
einem Kationen-Austauschharz versetzt. Einzelne Pufferbestandteile oder z.B. 
Magnesium könnten die anschließende Detektion negativ beeinflussen. Nach einem 
Standardprotokoll werden Spectroclean und zusätzlich 16 µl einer Resin/ Wasser-
Suspension mit Hilfe des Multimek-Pipettierroboters (2.2.6) zupipettiert.  
 
 
2.3.5.7 MALDI-TOF im Rahmen der hME-Methode 
 
Nach rascher Zentrifugierung (2000 rpm für 3 Minuten) werden 10 nl des 
Analytengemisches auf einen 384er Spectro-CHIP (Siliziumchip), der mit einer Matrix 
(3-HPA) überzogen ist, mit dem SpectroPoint Nanodispenser (2.2.6) aufgespottet. Nach 
Beladung des Chips wird dieser auf einen metallischen Probenträger übertragen und in 
die Vakuumschleuse des MassARRAYTM Massenspektrometers (2.2.6) eingeführt. Die 
Vermessung der Proben und Analyse sowie Kalibrierung des Systems erfolgten 
automatisch nach Standardeinstellungen. 
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In der folgenden Abbildung (7) ist der Ablauf der hME-Methode zusammengefasst in 
schematischer Form dargestellt (Gohlke 2004): 
 






2.4 Statistische Auswertung 
 
 
2.4.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht  
 
Als Grundgesetz der Populationsgenetik, beschreibt das Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht oder –Gesetz die Verteilung von Erbmerkmalen in einer „idealen“ 
Population. Diese ideale Population besteht aus diploiden Individuen, die sich zufällig 
und geschlechtlich paaren und vermehren und deren Generationen sich nicht 
überlappen. Mutationen kommen nicht vor oder können ignoriert werden, es tritt kein 
Gendrift, keine Populationsabspaltung und keine Genmigration ein. Die Allelfrequenzen 
bei Männern und Frauen sind gleich, die Populuation ist sehr bzw. unendlich groß und 
die natürliche Selektion betrifft nicht die Allele, die unter Betrachtung sind (das Gen 
unter Betrachtung hat zwei Allele) (Hartl 2007) 
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Wenn in einer Population die beiden Allele a und A in den Frequenzen p und q 
vorhanden sind, dann bleibt dieses Verhältnis auch in den Folgegenerationen erhalten. 
Im Modell von Hardy-Weinberg gibt es eine mathematische Beziehung zwischen der 
Allelfrequenz und der Genotypfrequenz, die gegeben ist durch 
AA = p2 , Aa = 2 pq , aa = q2 , 
wobei p und q die Allelfrequenzen von A und a, p2, 2pq und q2 die Häufigkeit der 
jeweiligen Genotypen darstellen. Es gilt: p + q = 1. 
Die Frequenzen der Gleichungen konstituieren das Hardy-Weinberg-Equilibrium 
(=HWE). Ist das HWE nicht erfüllt, so deutet dies auf eine Verletzung der 
Modellannahmen (s.o.) hin, grobe Abweichungen vom HWE lassen in der Praxis meist 
auf ein Problem bei der Genotypisierung schliessen. 
Als Test auf Abweichung vom HWE wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet, bei dem 
die erwarteten Häufigkeiten aus den beobachteten Allelfrequenzen abgeleitet werden. 
Signifikante Abweichungen vom HWE deuten auf ein technisches Problem bei der 
Genotypisierung hin. Daher wurde das HWE zur Überprüfung der Qualität der 





2.4.2.1 Auswertung von kategorischen Variablen 
 
Mit verschiedenen Chi-Quadrat-Tests sowie mittels Armitage-Trend-Test wurde 
überprüft, ob ein Zusammenhang zwischen den Genotypen der ADAM33-SNP´s mit 
bestimmten Phänotypen besteht. Dabei wurde dem dominanten (dominant auf dem 
seltenen Allel) Modell von Sasieni (Sasieni 1997) gefolgt, bei welchem der 
heterozygote mit dem homozygot polymorphen Genotyp zusammengefasst wird, was 
dann zu einem Vierfelder-Chi-Quadrat-Test führt. Es soll eine potenzielle Assoziation 
zwischen Genotyp und Phänotyp entdeckt werden. 
Als Effektmaß der Tests wird die Odds Ratio (= OR) angegeben, die das 
Chancenverhältnis zwischen zwei Gruppen darstellt, eine Krankheit zu bekommen. Bei 
einer OR für Asthma von 2 für die Gruppen mit Mutation bedeutet dies: das Risiko an 
Asthma zu erkranken ist in der Gruppe mit Mutation doppelt so hoch wie in der Gruppe 
ohne Mutation.  
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Odds Ratios werden stets mit einem Konfidenzintervall von 95 % angegeben. 
 
 
2.4.2.2 Auswertung von quantitativen Variablen 
 
Mit der univariaten Varianzanalyse wurden signifikante Unterschiede von 
Lungenfunktionsparametern getestet. Hierfür wird von einer Nullhypothese 
ausgegangen, die besagt, dass es keine Mittelwertunterschiede zwischen den 
verschiedenen Gruppen, in unserem Fall Genotypen, gibt. Getestet werden die 
Mittelwertunterschiede in einem rezessiven Modell unter Verwendung des t-Tests. Im 
rezessiven Modell werden der Wildtyp und der heterozygote Genotyp gemeinsam 





Ein Haplotyp ist eine Kombination von eng miteinander gekoppelten genetischen 
Markern (SNP´s) auf einem Chromosom, die höchstwahrscheinlich zusammen vererbt 
werden. Mit Haplotyp-Analysen kann ein noch größerer Teil der genetischen Varianz in 
einem Kandidatengen erfasst werden. Ebenso werden Interaktionen zwischen 
verschiedenen SNP´s aufgedeckt. Bei der Untersuchung der Haplotypen wurden 
verschiedene Methoden angewandt. Zum einen wurde nach Schätzung der Haplotyp-
Frequenzen durch den EM-Algorithmus (= expectation-maximisation)  die Haplotyp-
Analyse für alle sogenannten „tagging SNP`s“ durchgeführt. Dies sind SNP´s, zwischen 
denen ein hoher Zusammenhang besteht, die man dann in Blöcke zusammenfasst und 
dann lediglich jeweils einen SNP pro Block für die Genotypisierung auswählt. Als Maß 
für den allelischen Zusammenhang wird hierbei das Linkage Disequilibrium (=LD, 
Kopplungsungleichgewicht) verwendet. Ein hohes Kopplungsungleichgewicht (LD) 
zwischen zwei Polymorphismen bedeutet einen hohen Zusammenhang zwischen diesen 
SNP´s. Deshalb wird das LD häufig auch als „allelic association“ bezeichnet.  Diese 
Analysen des Kopplungsungleichgewichtes  wurden mit dem Programm Haploview 
(Barret 2005) durchgeführt. Als zweites wurde die Methode der Haplotyp Trend 
Regression angewandt, welche von Zaykin , Westfall et al. entwickelt wurde (Excoffier 
1995), (Zaykin, Westfall et al. 2002). Es wird die Assoziation von Haplotyp-Frequenzen 
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anstatt von individuellen Haplotypen mit verschiedenen diskreten und kontinuierlichen 
Phänotypen untersucht. Die Methode fokusiert sich auf das Testen der Nullhypothese, 
dass es keine Haplotyp-Assoziationen gibt. 
 
 
2.4.5 Korrektur für multiples Testen 
 
Werden in einer statistischen Analyse mehr als ein Parameter und mehrere Hypothesen 
getestet, so ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass ein möglicher, aber nicht vorhandener 
Unterschied aufgedeckt wird (Fehler 1. Art). Ebenso gering ist jedoch die 
Wahrscheinlichkeit, dass ein tatsächlich vorhandener Unterschied aufgedeckt wird 
(Power des Testes, Fehler 2. Art (Bland 1995). Um diese Effekte zu vermeiden, wurde 
eine Korrektur für multiples Testen nach der Bonferroni-Methode angewandt. Sie 
besagt, dass man das multiple Signifikanzniveau von α einhält, wenn man die einzelnen 
Tests jeweils zum Niveau α/κ durchführt. Hierbei handelt es sich um κ Tests 
(möglicherweise abhängige Tests, z.B. Signifikanztests bezüglich mehrerer 
Zielvariablen der gleichen Stichprobe. Alternativ kann man auch die einzelnen p-Werte 
mit κ multiplizieren, um für multiples Testen adjustierte p-Werte zu erhalten (Bender 
2002). 
Die gesamte statistische Analyse wurde mit dem SAS Statistik Programm (Version 
9.1.3) und dem SAS/ Genetics Modul durchgeführt. 
 
 
Die beiden Studienpopulationen sind bereits in früheren Studien rekrutiert, befragt und 
untersucht worden. Die DNA aller Probanden lag in extrahierter Form vor und wurde 
für die Analysen der vorliegenden Studie verwendet. Selbst durchgeführt wurden 
sämtliche Genotypisierungen und die dafür notwendigen Vorbereitungen. Alle 
dargestellten Methoden und Laborprotokolle wurden gemeinsam durch Doktoranden 
und Mitarbeiter der AG Asthmagene im Dr. von Haunerschen Kinderspital München 










3.1.1 Analyse von SNP´s im ADAM33-Gen 
 
Das ADAM33-Gen liegt im Bereich zwischen 9.08 und 13.36 cM und erstreckt sich 
über einen 2.5 Mb-großen Bereich. Es besteht aus 22 Exons und wird in Richtung der 
5‘-Region transkribiert. Von den bereits bekannten und zahlreich untersuchten 
Polymorphismen im ADAM33-Gen, wurden 10 Polymorphismen, die wiederholt in 
unterschiedlichen Studien mit Asthma assoziiert waren, für die Genotypisierung in der 
vorliegenden Arbeit ausgewählt und untersucht. Diese 10 Polymorphismen befinden 
sich haupsächlich in der 3'-Region des ADAM33-Gens (siehe Abb. 3.1). 
 
 
Abbildung 8: Position der untersuchten SNP´s im ADAM33-Gen 
 
  22 Exons (blau), untranslated region (rot). Nomenklatur der SNP´s in Anlehnung 
an die Erstbeschreibung durch Van Eerdewegh et al., in Klammern (rs-Nummer)  
 
 
Alle Polymorphismen sind in der aktuellen Version der SNP-Datenbank bereits 
beschrieben (http://snpper.chip.org/biol/). Dabei wird jedem bekannten SNP eine 




Tabelle 7: Bezeichnung und Lokalisation der SNP´s im ADAM33-Gen 
 













F+1 rs511898 G/A Intron 0.38 0.36 93.73 
M+1 rs3918395 G/T Intron 0.15 0.13 92.03 
S1 rs3918396 G/A ORF 0.09 0.09 92.99 
S2 rs528557 G/C ORF 0.28 0.28 91.88 
ST+4 rs44707 A/C Intron 0.41 0.41 92.58 
ST+5 rs597980 C/T Intron 0.44 0.45 93.81 
ST+7 rs574174 G/A Intron 0.19 0.19 93.66 
T1 rs2280091 T/C ORF 0.16 0.14 93.77 
T2 rs2280090 C/T ORF 0.16 0.14 93.95 
V4 rs2787094 C/G 3'UTR 0.22 0.23 93.84 
 
 
Die Rate an erfolgreichen Genotypisierungen in der Gesamtpopulation lag zwischen 
91.9% und 94 % (= „call Rate“, siehe Tabelle 3.1). In der Fall-Kontroll-Gruppe lag die 
call Rate zwischen 90.9 % und 93.7 % und in der Geburtskohorten-Gruppe zwischen 
92.1% und 94.3 %. 
 
In einer Assoziationsstudie wurde nun die Auswirkung der untersuchten 
Polymorphismen auf die Entstehung von Asthma und asthmaassoziierten Erkrankungen 
(hier bronchiale Hyperreaktivität) und Auswirkungen auf verschiedene 
Lungenfuntkionsparameter untersucht. Dabei wird das Auftreten der SNP´s innerhalb 
der Studienpopulationen (2.1.1 und 2.1.7) untersucht. 
In beiden Populationen befanden sich alle SNP´s im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. 
Dies dient im Rahmen der statistischen Analyse zur Qualitätskontrolle. Der Hardy-
Weinberg-Test überprüft den korrekten Ablauf des Genotypisierungsprozesses und 
vergleicht die tatsächlich beobachteten Frequenzen mit den erwarteten Werten aus dem 
entsprechenden mathematischen Gesetz (Hardy-Weinberg-Gesetz: p2+2pg+q2 = 1). Die 
Häufigkeiten der einzelnen Genotypen (homozygot oder heterozygot) bleiben von 
Generation zu Generation im Normalfall konstant. Ist dies nicht der Fall, so lässt dies in 





In weiterführenden statistischen Analysen wurden die Polymorphismen bezüglich der 
oben erwähnten Phänotypen jeweils einem χ2-Test unterzogen. Die Untersuchungen 
liefen im Rahmen eines dominanten Modells, bei dem der Wildtyp gegen heterozygote 
Merkmalsträger und Probanden mit zwei polymorphen Allelen gemeinsam getestet 
wurde. 
Ebenso waren die Allelfrequenzen (siehe Tabelle 3.1) in den Studienpopulationen aus 
Ost- und Westdeutschland vergleichbar mit den kaukasischen Populationen aus bereits 
veröffentlichten Studien (Van Eerdewegh, Little et al. 2002). 
 
 
3.1.2 Ergebnisse der Assoziationsstudie für SNP´s im ADAM33-Gen mit Asthma 
 
In beiden Studienpopulationen wurden die Assoziationen zwischen den ADAM33-
Polymorphismen und dem Phänotyp Asthma untersucht. Bei beiden 
Studienpopulationen war die Erhebung der Daten in Bezug auf Asthma im gleichen 
Alter (Fall-Kontroll-Gruppe: Alter der Kinder 9 – 11 Jahre; Geburtskohorten-Gruppe: 
Alter der Kinder 10 Jahre) und mit dem gleichen Fragebogen entsprechend dem 
Protokoll der „International Study of Asthma and Allergies in Childhood“ (ISAAC), 
Phase II erfolgt. Die Assoziationsanalyse mit Asthma fand also bei gleichaltrigen 
Kindern statt. 
 
Weder in der Fall-Kontroll-Gruppe, noch in der Geburtskohorten-Gruppe noch in einer 
aus beiden Gruppen gemischten Stichprobe („pooled sample“, Querschnittstudie) 
konnte eine signifikante Assoziation zwischen den getesteten SNP`s und „positiver 
Arztdiagnose Asthma“ gefunden werden. Dennoch war das Risiko nicht-atopisches 
Asthma (definiert als „positive Arztdiagnose Asthma“ ohne positiven Haut-Prick-Test) 
zu entwickeln bei Trägern des polymorphen A-Allels im SNP S1 (OR = 1.53, 95%CI 
1.01 – 2.31, p = 0,042) und bei Trägern des polymorphen G-Allels im SNP V4 (OR = 
1.44, 95%CI 1.03 – 2.01, p = 0,016) deutlich erhöht. Gleichzeitig zeigte sich ein 
deutlich erniedrigtes Risiko für die Entwicklung von nicht-atopischem Asthma bei 
Trägern des polymorphen T-Allels im SNP M+1 (OR = 0.60, 95%CI 0.40 – 0.91, p = 
0.016). Die Resultate mit Angabe der Risiko-Ratio-Werte („odds ratio“ = OR), dem 











OR 95%CI p-Wert 
F+1 0.92 0.72 – 1.1.7 0.052 
M+1 0.86 0.65 – 1.13 0.269 
S1 1.23 0.90 – 1.69 0.201 
S2 0.99 0.78 – 1.26 0.949 
ST+4 1.04 0.81 – 1.34 0.766 
ST+5 0.94 0.73 – 1.22 0.649 
ST+7 1.11 0.86 – 1.42 0.428 
T1 0.96 0.74 – 1.25 0.762 
T2 0.95 0.73 – 1.24 0.711 
V4 1.22 0.95 – 1.55 0.115 
 
 





OR 95%CI p-Wert 
F+1 0.94 0.58 – 1.52 0.795 
M+1 0.94 0.53 – 1.65 0.819 
S1 1.16 0.64 – 2.10 0.635 
S2 0.97 0.60 – 1.56 0.893 
ST+4 1.31 0.79 – 2.18 0.292 
ST+5 0.80 0.48 – 1.33 0.384 
ST+7 1.16 0.71 – 1.89 0.549 
T1 0.92 0.53 – 1.60 0.764 
T2 0.88 0.50 – 1.55 0.666 














OR 95%CI p-Wert 
F+1 0.92 0.74 – 1.15 0.478 
M+1 0.89 0.70 – 1.14 0.351 
S1 1.20 0.90 – 1.58 0.210 
S2 0.99 0.80 – 1.22 0.908 
ST+4 1.10 0.87 – 1.37 0.432 
ST+5 0.89 0.71 – 1.12 0.338 
ST+7 1.10 0.88 – 1.38 0.384 
T1 0.97 0.76 – 1.23 0.804 
T2 0.96 0.76 – 1.22 0.731 
V4 1.11 0.90 – 1.38 0.329 
 
 
3.1.3 Ergebnisse der Assoziationsstudie von SNP´s im ADAM33-Gen mit BHR 
 
Mit dem Hintergrund, dass van Eerdewegh in der Erstveröffentlichung zeigte, dass auch 
die bronchiale Hyperreaktivität (BHR) mit ADAM 33 assoziiert ist, wurde in der 
vorliegenden Studie ebenfalls eine separate Analyse dieses Phänotyps vorgenommen. 
 
Im Gegensatz zur Diagnose Asthma, die in beiden Studienpopulationen in annähernd 
gleichem Alter (siehe 3.1.2) erhoben wurde, wurde die Überprüfung der bronchialen 
Hyperreaktivität zu verschiedenen Zeitpunkten vorgenommen. Während in der Fall-
Kontroll-Gruppe die Lungenfunktionsprüfung und Provokation des Bronchialsystems 
(mit hypertoner Kochsalzlösung oder Kaltluft, siehe 2.1.6) im Alter von 10 Jahren 
durchgeführt wurde, standen diese Daten der Untersuchungen der Geburtskohorten-
Gruppe nur im Alter von 7 Jahren zur Verfügung. Hier wurde ein bronchialer 
Provokationstest mit Histamin durchgeführt (siehe 2.1.13). Die Assoziationsanalyse der 
Polymorphismen in Bezug auf bronchiale Hyperreaktivität (BHR) wurde deshalb in 





Auch bei der Betrachtung des Subphänotyps „bronchiale Hyperreaktivität“ waren keine 
signifikanten Assoziationen mit den untersuchten SNP`s zu beobachten. 
 
Die Resultate mit Angabe der Risiko-Ratio-Werte („odds ratio“ = OR), dazugehörigem 
Konfidenzintervall und dem p-Wert sind in den Tabellen 11 und 12 dargestellt. 
 





OR 95%CI p-Wert 
F+1 1.27 0.96 – 1.69 0.095 
M+1 1.18 0.88 – 1.59 0.274 
S1 1.27 0.90 – 1.81 0.175 
S2 1.29 0.98 – 1.69 0.073 
ST+4 0.99 0.74 – 1.32 0.956 
ST+5 0.95 0.71 – 1.28 0.748 
ST+7 1.20 0.90 – 1.59 0.209 
T1 1.20 0.90 – 1.60 0.213 
T2 1.21 0.91 – 1.62 0.196 
V4 1.13 0.85 – 1.49 0.402 
 





OR 95%CI p-Wert 
F+1 1.01 0.63 – 1.61 0.962 
M+1 1.03 0.61 – 1.74 0.919 
S1 1.19 0.67 – 2.14 0.552 
S2 1.00 0.63 – 1.59 0.989 
ST+4 1.08 0.67 – 1.74 0.762 
ST+5 1.20 0.71 – 2.00 0.495 
ST+7 1.15 0.72 – 1.84 0.562 
T1 1.12 0.67 – 1.88 0.662 
T2 1.14 0.68 – 1.91 0.622 




3.1.4 Ergebnisse der Assoziationsstudie für SNP´s im ADAM33-Gen mit Asthma 
und bronchialer Hyperreaktivität 
 
Da in der Erstveröffentlichung über Polymorphismen bei ADAM33 in der Studie von 
Van Eerdewegh (Van Eerdewegh, Little et al. 2002) der größte Effekt der SNP´s bei 
Individuen mit Asthma und gleichzeitig bestehender bronchialer Hyperreaktivität 
gesehen wurde, untersuchten wir diesen speziellen Phänotyp ebenfalls in der Fall-
Kontroll-Gruppe. Wiederum konnte kein Polymorphismus eine statistische Signifikanz 
in der Assoziationsstudie zeigen. 
Die Resultate mit Angabe der Risiko-Ratio-Werte („odds ratio“ = OR), dazugehörigem 
Konfidenzintervall und dem p-Wert sind in der Tabelle 13 dargestellt. 
 
Tabelle 13: Assoziationen der SNP`s im ADAM33-Gen mit Asthma und BHR in der MAS-
Geburtskohorten-Gruppe 
 
Asthma und BHR 
Geburtskohorten-Gruppe 
OR 95%CI p-Wert 
F+1 1.61 0.90 – 2.88 0.105 
M+1 1.46 0.84 – 2.54 0.177 
S1 1.10 0.54 – 2.25 0.789 
S2 1.72 0.99 – 3.00 0.052 
ST+4 1.22 0.69 – 2.18 0.490 
ST+5 0.91 0.51 – 1.60 0.731 
ST+7 0.96 0.55 – 1.70 0.901 
T1 1.50 0.87 – 2.59 0.141 
T2 1.51 0.88 – 2.61 0.134 
V4 1.31 0.76 – 2.26 0.332 
 
 
3.1.5 Ergebnisse der Assoziationsstudie für SNP´s im ADAM33-Gen mit Lungen-
funktionsparametern 
 
Als Basis-Lungenfunktionsparameter gelten allgemein FVC (=forcierte Vitalkapazität), 
FEV1 (=forciertes expiratorisches 1-Sekunden-Volumen), MEF25, MEF50 und MEF75 




Parameter wurden im Rahmen der ISAAC Phase II-Studie in der Fall-Kontroll-Gruppe 
erhoben und wurden nun in einer weiteren Assoziationsstudie mit ADAM33-SNP´s 
(siehe Tabelle 14) untersucht. Bei den Kindern mit Asthma und/ oder BHR war die 
forcierte Vitalkapazität (FVC) bei Trägern der S2, T1 und T2-Polymorphismen erhöht, 
während das forcierte 1-Sekunden-Volumen bei Trägern von S2 und M+1-
Polymorphismen erhöht war. Ebenso fand sich bei Individuen mit polymorphem C-
Allel im S2-SNP, nicht jedoch bei S1, ein gesteigerter maximaler expiratorischer Flow 
(MEF75). 
Bei Kindern ohne Asthma oder BHR (Kontrollen) wurden negative Effekte auf die 
MEF50 bei Trägern von ST+5 beobachtet, bei Trägern des M+1 oder S2-SNP´s war der 
maximale expiratorische Flow sogar erhöht (siehe Tabelle 15). 
 
Tabelle 14: Lungenfunktionsparamter aller Kinder mit Asthma (Arztdiagnose) und/oder BHR aus 
der Fall-Kontroll-Gruppe (n=1.872) 
 


































































































89.82 ± 29.66 
91.86 ± 32.06 
92.61 ± 23.45 
90.75 ± 30.97 
91.28 ± 28.43 
109.34 ± 23.03 
90.57 ± 30.08 
94.29 ± 31.08 
73.47 ± 16.07 
91.22 ± 31.50 
91.30 ± 29.78 
95.31 ± 21.52 
90.05 ± 29.28 
92.00 ± 29.50 
92.97 ± 34.91 
92.47 ± 31.51 
91.87 ± 29.26 
87.50 ± 29.64 
90.28 ± 29.48 
94.26 ± 31.56 
82.30 ± 24.76 
90.42 ± 31.04 
92.59 ± 28.08 
98.09 ± 27.48 
90.60 ± 31.04 
92.59 ± 28.08 
98.09 ± 27.48 
91.58 ± 30.15 
89.70 ± 30.05 
95.52 ± 30.38 
89.47 ± 22.54 
91.22 ± 22.23 
90.28 ± 17.19 
89.70 ± 22.29 
91.51 ± 22.15 
98.95 ± 12.38 
90.00 ± 21.74 
92.01 ± 24.43 
76.17 ± 10.97 
89.69 ± 22.15 
91.43 ± 22.16 
90.93 ± 22.04 
89.70 ± 22.41 
91.32 ± 22.23 
90.22 ± 22.04 
91.10 ± 20.52 
91.02 ± 23.37 
87.41 ± 20.55 
90.36 ± 21.92 
91.07 ± 22.55 
82.94 ± 17.26 
89.55 ± 22.40 
92.22 ± 21.39 
90.95 ±23.47 
89.61 ± 22.34 
92.22 ± 21.39 
90.95 ± 23.47 
89.98 ± 21.82 
89.71 ± 22.19 
97.28 ± 24.60 
91.40 ± 16.28 
94.48 ± 18.53 
97.32 ± 18.00 
93.19 ± 17.82 
95.56 ± 17.50 
95.75 ± 23.07 
93.23 ± 17.00*v 
97.23 ± 21.03 
78.46 ± 11.72 
92.14 ± 17.03*d 
96.12 ± 18.27 
94.54 ± 20.57 
93.18 ± 18.52 
94.83 ± 18.14 
93.93 ± 14.12 
94.37 ± 15.25 
94.65 ± 19.04 
91.39 ± 17.77 
93.30 ± 16.83 
94.99 ± 19.60 
95.38 ± 16.31 
93.32 ± 17.78 
95.50 ± 17.87 
91.61 ± 19.64 
93.37 ± 17.71 
95.50 ± 17.87 
91.61 ± 19.64 
93.12 ± 17.14 
94.63 ± 18.60 
96.90 ± 19.51 
97.65 ± 11.44 
99.32 ± 10.57 
98.56 ± 10.75 
98.17 ± 11.43*r 
99.01 ± 9.86 
109.31 ± 9.13 
98.29 ± 10.86 
99.63 ± 11.23 
90.84 ± 5.11 
97.50 ± 11.49*d 
99.76 ± 10.73 
99.55 ± 9.27 
98.08 ± 10.38 
99.06 ± 11.75 
98.68 ± 10.03 
99.26 ± 10.00 
98.79 ± 11.61 
97.13 ± 10.41 
98.67 ± 10.93 
98.98 ± 11.11 
93.87 ± 9.08 
98.07 ± 11.38 
99.42 ± 9.78 
103.91 ± 11.37 
98.13 ± 11.36 
99.42 ± 9.78 
103.91 ± 11.37 
98.24 ± 11.04 
98.57 ± 10.65 
101.03 ± 11.93 
97.64 ± 11.03 
99.80 ± 10.02 
98.16 ± 10.75 
98.12 ± 11.05 
99.86 ± 9.83 
105.89 ± 9.71 
98.46 ± 10.72 
99.58 ± 10.02 
96.06 ± 1.40 
96.97 ± 11.23 *v*d 
100.55 ± 9.99 
98.70 ± 9.25 
99.09 ± 10.01 
98.61 ± 11.11 
98.59 ± 11.39 
99.38 ± 10.88 
98.62 ± 10.58 
98.48 ± 10.15 
99.10 ± 10.49 
98.63 ± 10.92 
95.04 ± 7.62 
98.12 ± 10.83*d 
100.10 ± 9.98 
103.30 ± 8.53 
98.14 ± 10.80*d 
100.10 ± 9.98 
103.30 ± 8.53 
98.22 ± 10.82 
99.20 ± 10.23 
99.82 ± 10.29 
 
signifikante Unterschiede (p<0.05) von Lungenfunktionsparametern zwischen einzelnen Genotypen sind fettgedruckt 
*v markiert signifikante Unterschiede in der Varianzanalyse 
*d markiert signifikante Unterschiede in t-Test (dominantes Modell) 
*r markiert signifikante Unterschiede in t-Test (rezessives Modell) 









Tabelle 15: Lungenfunktionsparameter aller Kinder ohne Asthma oder BHR aus der Fall-Kontroll-
Gruppe (n=1.872) 
 


































































































98.48 ± 25.83 
101.46 ± 30.46 
99.44 ± 29.96 
99.25 ±27.06 
101.97 ± 32.25 
95.45 ± 35.80 
100.12 ± 29.00 
98.23 ± 27.90 
95.19 ± 21.20 
99.51 ± 26.91 
101.59 ± 31.92 
97.76 ± 25.55 
100.02 ± 28.64 
100.09 ± 28.74 
98.52 ± 28.40 
100.79 ± 31.48 
99.54 ± 28.10 
99.48 ± 25.81 
100.34 ± 28.71 
98.76 ± 29.25 
101.56 ± 24.74 
99.34 ± 27.07 
101.94 ± 32.34 
95.29 ± 31.85 
99.31 ± 27.05 
102.01 ± 32.41 
95.29 ± 31.85 
100.07 ± 28.66 
99.87 ± 29.37 
99.31 ± 25.64 
97.93 ± 19.80 
99.08 ± 21.41 
99.63 ± 20.23 
98.22 ± 20.12 
100.01 ± 21.94 
104.74 ± 19.55 
99.05 ± 20.58 
97.01 ± 21.40 
98.62 ± 16.03 
98.44 ± 20.04 
99.11 ± 22.33 
100.37 ± 16.24 
98.04 ± 20.98 
99.28 ± 21.10 
98.83 ± 18.79 
101.33 ± 20.02*d 
97.52 ± 21.27 
97.72 ± 19.54 
99.01 ± 20.67 
98.00 ± 20.58 
98.45 ± 20.33 
98.23 ± 20.15 
99.58 ± 21.96 
103.19 ± 18.07 
98.23 ± 20.13 
99.58 ± 22.01 
103.19 ± 18.07 
98.91 ± 21.18 
98.91 ± 19.75 
96.87 ± 19.30 
99.22 ± 17.82 
100.69 ± 17.83 
101.52 ± 19.80 
99.46 ± 17.92 
102.51 ± 18.60 
104.98 ± 13.31 
100.58 ± 17.89 
99.16 ± 19.84 
103.61 ± 13.45 
98.82 ± 17.78*d 
101.88 ± 18.68 
101.35 ± 16.99 
100.06 ± 17.63 
101.17 ± 19.05 
98.41 ± 16.62 
101.79 ± 17.87 
99.77 ± 18.20 
99.23 ± 18.08 
100.26 ± 17.65 
100.11 ± 19.04 
99.70 ± 19.21 
99.49 ± 18.08 
101.97 ± 18.39 
101.58 ± 14.14 
99.51 ± 18.07 
101.92 ± 18.42 
101.58 ± 14.14 
100.74 ± 18.35 
99.86 ± 17.75 
100.16 ± 19.15 
100.59 ± 9.86 
101.76 ± 10.29 
101.38 ± 10.75 
101.06 ± 10.11 
102.10 ± 10.69 
98.63 ± 8.56 
101.18 ± 10.28 
101.78 ± 10.41 
103.74 ± 10.25 
100.94 ± 10.08 
102.09 ± 10.56 
102.51 ± 9.76 
101.58 ± 9.86 
101.39 ± 10.50 
100.07 ± 10.09 
101.33 ± 10.00 
100.85 ± 10.58 
102.19 ± 9.46 
101.40 ± 10.17 
100.65 ± 9.99 
103.37 ± 12.14 
101.07 ± 10.13 
101.81 ± 10.47 
101.17 ± 9.28 
101.07 ± 10.12 
101.80 ± 10.49 
101.17 ± 9.28 
101.32 ± 10.45 
101.62 ± 9.80 
100.29 ± 11.81 
98.28 ± 10.49 
99.08 ± 10.26 
98.47 ± 10.38 
98.46 ± 10.51 
99.39 ± 10.29 
96.65 ± 8.30 
98.67 ± 10.52 
99.29 ± 10.11 
100.20 ± 11.22 
98.34 ± 10.67 
99.55 ± 10.28 
98.97 ± 9.91 
99.20 ± 9.75 
98.55 ± 10.50 
98.18 ± 11.43 
98.98 ±10.29 
98.12 ± 10.82 
99.74 ± 9.19 
98.93 ± 10.29 
98.01 ± 10.35 
100.57 ± 12.16 
98.58 ± 10.53 
99.12 ± 10.14 
98.59 ± 8.47 
98.57 ± 10.52 
99.09 ± 10.16 
98.59 ± 8.47 
98.76 ± 10.49 
99.16 ± 10.07 
96.95 ± 12.34 
 
signifikante Unterschiede (p<0.05) von Lungenfunktionsparametern zwischen einzelnen Genotypen sind fettgedruckt 
*v markiert signifikante Unterschiede in der Varianzanalyse 
*d markiert signifikante Unterschiede in t-Test (dominantes Modell) 
*r markiert signifikante Unterschiede in t-Test (rezessives Modell) 







In einem weiteren Schritt der Datenauswertung wurden sogenannte Haplotypen 
(=Kombinationen verschiedener SNP`s) zwischen einzelnen Polymorphismen gebildet. 
Die möglichen Kombinationen der verschiedenen Polymorphismen in Wildtyp- bzw. 
polymorpher Form und deren Auswirkung auf Asthma und/ oder bronchiale 
Hyperreaktivität wurden in beiden Studienpopulationen und der Gesamtpopulation 
analysiert. Die Haplotypfrequenzen für alle einfachen ADAM33-Haplotypen, die aus 
den 8 SNP`s F+1, S1, S2, ST+4, ST+5, ST+7, T1 und V4, und aus allen 10 SNP´s 






Tabelle 16: Haplotypen und deren Frequenzen in der Fall-Kontroll-Gruppe 
 
 F+1  M+12  S1    S2  ST4  ST+5  ST+7  T1  T22  V4 Frequenzen3 
H1 G       G     G      G     A       T        G      T     C     C 31.42% (31.43%) 
H2 G       G     G      G     C       C        G      T     C     C 16.66% (16.67%) 
H3 A       T      G      C     A       C        G      C     T     C 14.67% (14.67%) 
H4 G       G     G      G     C       C        G      T     C     G 11.02% (11.01%) 
H5 A       G     A      C     A        T        A      T     C     G 7.73 % (7.73%) 
H6 A       G     G      G     C       C        A      T     C     C 6.68 % (6.70%) 
seltene1  11.82% (11.80%) 
 
1) seltene sind alle Haplotypen mit einer geschätzten Frequenz < 0.03 in der gemischten Stichprobe 
2) SNP´s, die später ausgeschlossen wurden 
3) Die Haplotyp-Frequenzen der 8-SNP-Haplotypen, in Klammern Frequenz der 10-SNP-Haplotypen 
 
 



















1) seltene sind alle Haplotypen mit einer geschätzten Frequenz < 0.03 in der gemischten Stichprobe 
2) SNP´s, die später ausgeschlossen wurden 
3) Die Haplotyp-Frequenzen der 8-SNP-Haplotypen, in Klammern Frequenz der 10-SNP-Haplotypen 
 
 
Da die Polymorphismen M+1, T1 und T2 eine sehr hohe Kopplungsrate und damit eine 
sehr hohe Wahrscheinlichkeit für gemeinsames Auftreten der SNP`s aufwiesen, wurden 
SNP M+1 und T2 von der Haplotyp-Bildung ausgeschlossen. 
 F+1  M+12  S1    S2  ST4  ST+5  ST+7  T1  T22  V4 Frequenzen3 
H1 G       G     G      G     A       T        G      T     C     C 32.21% (32.24%) 
H2 G       G     G      G     C       C        G      T     C     C 16.54% (16.62%) 
H3 A       T      G      C     A       C        G      C     T     C 12.50% (12.20%) 
H4 G       G     G      G     C       C        G      T     C     G 11.48% (11.48%) 
H5 A       G     A      C     A        T        A      T     C     G 8.12 % (8.12%) 
H6 A       G     G      G     C       C        A      T     C     C 6.06 % (6.07%) 




Der Haplotyp H4 (G-G-G-C-C-G-T-G) zeigte ein schwache, nicht signifikante 
Assoziation mit Asthma (Arztdiagnose) in der Fall-Kontroll-Gruppe (OR=1.27, 95% CI 
(0.99 – 1.64), p = 0.063) aber nicht in der MAS-Geburtskohorten-Gruppe. In der 
Untersuchung der Gesamtpopulation war dieser Haplotyp signifikant (OR=1.28, 95%CI 
1.02 – 1.60, p=0.033). 
Die Resultate mit Angabe der Risiko-Ratio-Werte („odds ratio“ = OR), dazugehörigem 
Konfidenzintervall und dem p-Wert sind in den Tabellen 18 bis 20 dargestellt. 
 
Tabelle 18: Haplotypen und Assoziationen mit Asthma (Arztdiagnose), Fall-Kontroll-Gruppe  
 
 Haplotyp Odds Ratio und 95% CI p-Wert 
H1 G-G-G-A-T-G-T-C 0.97 (0.81 – 1.15) 0.735 
H2 G-G-G-C-C-G-T-C 0.99 (0.80 – 1.24) 0.939 
H3 A-G-C-A-C-G-C-C 0.90 (0.71 – 1.15) 0.406 
H4 G-G-G-C-C-G-T-G 1.27 (0.99 – 1.64) 0.063 
H5 A-A-C-A-T-A-T-G 1.22 (0.90 – 1.66) 0.191 




Tabelle 19: Haplotypen und Assoziationen mit Asthma (Arztdiagnose), MAS-Geburtskohorten-Gruppe 
 
 
 Haplotyp Odds Ratio und 95% CI p-Wert 
H1 G-G-G-A-T-G-T-C 0.83 (0.58 – 1.19) 0.317 
H2 G-G-G-C-C-G-T-C 1.04 (0.67 – 1.63) 0.847 
H3 A-G-C-A-C-G-C-C 0.84 (0.49 – 1.45) 0.531 
H4 G-G-G-C-C-G-T-G 1.18 (0.70 – 2.00) 0.528 
H5 A-A-C-A-T-A-T-G 0.78 /0.41 – 1.46) 0.430 










Tabelle 20: Haplotypen und Assoziationen mit Asthma (Arztdiagnose), Gesamtpopulation 
 
 Haplotyp Odds Ratio und 95% CI p-Wert 
H1 G-G-G-A-T-G-T-C 0.92 (0.78 – 1.08) 0.293 
H2 G-G-G-C-C-G-T-C 1.02 (0.84 – 1.25) 0.804 
H3 A-G-C-A-C-G-C-C 0.91 (0.73 – 1.13) 0.402 
H4 G-G-G-C-C-G-T-G 1.28 (1.02 – 1.60) 0.033 
H5 A-A-C-A-T-A-T-G 1.09 (0.83 – 1.43) 0.517 









ADAM 33 wurde als erstes Kandidatengen für Asthma bronchiale durch 
Positionsklonierung entdeckt und untersucht. Es spielt möglicherweise eine Rolle bei 
der Entstehung von Asthma bronchiale und bronchialer Hyperreaktitivität im 
Kindesalter und hat Einfluss auf die Veränderung der Lungenfunktion. Ursprünglich 
wurden 37 Polymorphismen im ADAM 33 Gen identifiziert und 15 dieser SNP´s dann 
in einer englischen und amerikanischen Studienpopulation durch die Gruppe von van 
Eerdewegh (Van Eerdewegh, Little et al. 2002) genotypisiert. Doch selbst innerhalb 
dieser beiden Populationen waren unterschiedliche SNP´s mit der Diagnose Asthma 
oder mit bronchialer Hyperreaktivität (BHR) assoziiert. Signifikantere Assoziationen 
und stärkere Effekte konnten bei den Probanden mit dem Vorliegen der Kombination 
Asthma und BHR in der Erstuntersuchung durch van Eerdewegh gefunden werden. 
Zugrunde liegend war die Hypothese, dass ADAM 33 seine Wirkung über 
lungenspezifische Mechanismen ausübt und somit eine Rolle bei der Pathogenese von 
Asthma spielt. Unterstützt wurde diese Annahme dadurch, dass ADAM 33 in glatten 
Muskelzellen des bronchialen und vaskulären Systems der Lunge exprimiert wird. Auch 
wurde spekuliert, ob ADAM 33 möglicherweise als Zytokin-aktivierende Protease 
fungiert oder auch eine Proliferation der glatten Bronchialmuskulatur auslöst. Weniger 
Einfluss scheinen die bislang bekannten Polymorphismen von ADAM 33 auf die 
atopische Entzündungsreaktion beim Asthma bronchiale zu nehmen, sondern mehr auf 
die organspezifischen Veränderungen bei der Erkrankung. 
Die Untersuchung der Assoziation von mehreren Polymorphismen von ADAM 33 mit 




Hierfür wurden 10 bereits bekannte und in unterschiedlichen Studien als signifikant 
bewertete Polymorphismen in 2 großen Studienpopulation (n=2696) mit Hilfe der 
MALDI-TOF Massenspektrometrie genotypisiert. Knapp 700 der eingeschlossenen 
Kinder hatten Asthma als Arztdiagnose und/ oder eine bronchiale Hyperreaktivität 




statistisch signifikante Assoziation mit den untersuchten Polymorphismen und der 
Arztdiagnose Asthma gezeigt werden. Bei Probanden, die neben der Arztdiagnose 
Asthma auch eine bronchiale Hyperreaktivität zeigten, konnte ein gewisser Trend, 
jedoch kein signifikanter Effekt der Polymorphismen von ADAM 33 beobachtet 
werden. Auch in der Originalstudie zu ADAM 33 von van Eerdewegh wurden die 
meisten signifikanten Assoziationsergebnisse in der Gruppe gesehen, die sowohl 
Asthma als auch eine bronchiale Hyperreaktivität hatten (Van Eerdewegh, Little et al. 
2002). In unserer Fall-Kontroll-Gruppe erreichten diese Assoziationen keine statistische 
Signifikanz. 
In den durchgeführten Haplotyp-Analysen zeigte lediglich der Haplotyp H4 (G-G-G-C-
C-G-T-G) einen geringen Effekt auf die Entwicklung von Asthma in der Fall-Kontroll-
Gruppe, jedoch keinen Effekt auf die Entstehung von bronchialer Hyperreaktivität. In 
der Geburtskohorten-Gruppe ließ sich für diesen Haplotyp H4 keine Signifikanz für die 
untersuchten Phänotypen zeigen. Bei der Untersuchung der Gesamtpopulation war der 
Haplotyp H4 dann aber signifikant mit der Diagnose Asthma assoziiert. 
Betrachtet man nun die Assoziationen der Polymorphismen in Bezug auf verschiedene 
Lungenfunktionsparameter, zeigt sich ein ganz anderes Bild. Nur hinsichtlich der 
Veränderung von Parametern wie FEV1, FVC, MEF 25, 50 und 75 zeigten einzelne 
Polymorphismen eine signifikante Assoziation bei Kindern mit Asthma in der Fall-
Kontroll-Gruppe. 




Unter dem Aspekt der Replikation von Daten auf dem Niveau einer 
Populationsuntersuchung bleibt die Rolle von ADAM 33 Polymorphismen bei der 
Entstehung von Asthma weiter kontrovers. Selbst die Studien, die eine positive 
Asszoziation zwischen ADAM 33 SNP´s und atopischen Phänotypen aufzeigen, sind 
inhomogen in ihren Ergebnissen. Diese Inkonsistenz bei der Reproduktion der 
Assoziationen könnte verschiedene Gründe haben. Allerdings wurden in den 
verschiedenen Studien nicht immer die gleichen SNP´s untersucht, so dass die 
Möglichkeit besteht, dass in den ethnisch unterschiedlichen Populationen jeweils andere 
SNP´s eine für die Entstehung von Asthma ursächliche Rolle spielen. Möglicherweise 




SNP´s oder Haplotypen für die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich. Oder ein 
gänzlich anderes Gen (ob nun bekannt oder neu), welches in der Nähe zu ADAM33 
liegt, bedingt die Veränderungen und die Anfälligkeit für Asthma, die sich dann in den 
Studien als positive Assoziation äußert.  
 
 
Zum einen könnte auch die Heterogenität der einzelnen Populationen Ursache für die 
unterschiedlichen Ergebnisse der Replikationsstudien sein. Howard und Mitarbeiter 
genotypisierten 8 SNP´s von ADAM33 in 4 verschiedenen ethnischen Populationen 
(holländisch, weiße Amerikaner, hispanisch und afroamerikanisch) und fanden eine 
große Variabilität in der Assoziation zwischen den einzelnen ethnischen Gruppen und 
den unterschiedlichen ADAM 33 Polymorphismen. Kein SNP zeigte durchgehend bei 
allen Populationen eine signifikante Assoziation mit Asthma oder einem spezifischen 
Asthma-Phänotyp. Allerdings waren in den einzelnen Gruppen unterschiedliche SNP´s 
signifikant mit der Anfälligkeit für Asthma assoziiert. Ebenso waren in den 4 
Populationen signifikante Assoziationen mit einem oder mehreren atopischen 
Phänotypen beobachtet worden. Auch hier waren jeweils unterschiedliche 
Polymorphismen relevant. In keiner der 4 Gruppen waren die einzelnen 
Polymorphismen nach der Korrektur für multiples Testen statistisch signifikant mit 
Asthma assoziiert, lediglich ein einzelner SNP behielt seine Signifikanz. (Howard 
2003). Im Gegensatz dazu konnten in einer asiatischen Studie von Noguchi und 
Mitarbeiter nach der Genotypisierung von 23, auch in der Erstveröffentlichung von van 
Eerdewegh untersuchten SNP´s, 3 signifikant mit Asthma assoziierte Polymorphismen 
gefunden werden. Es fand sich jedoch kein signifikant assoziierter Haplotyp in dieser 
Studie. Untersucht wurden 155 Familien mit wenigstens einem an atopischem Asthma 
erkranktem Kind (mit positivem RAST für Dermatophagoides farinae, Milben). Die 
untersuchte japanische Population zeigte jedoch deutlich signifikante Unterschiede in 
der Allelfrequenz im Vergleich mit der von van Eerdewegh untersuchten kaukasischen 
Population. Ebenso zeigten sich unterschiedliche Allelfrequenzen (wenn auch geringer) 
im Vergleich mit einer koreanischen (Lee, Park et al. 2004) Population, bei der kein 
untersuchter SNP signifikant mit Asthma assoziiert war, obwohl weitläufig 
angenommen wird, dass Japaner und Koreaner sich genetisch nicht sehr stark 




Lind und Mitarbeiter haben zum Beispiel in Studien mit ausschließlich hispanisch 
abstammenden Probanden (mexikanisch, puertoricanisch) keine Assoziationen von 
ADAM 33 Polymorphismen mit Asthma beobachten können (Lind, Choudhry et al. 
2003). Bei den untersuchten Studienpopulationen handelte es sich um Probanden, die 
im Rahmen der Genetics of Asthma in Latino American Study (GALA) rekrutiert 
wurden. In den Vereinigten Staaten haben Puertoricaner die höchste Prävalenz, 
Morbidität und Mortalität für Asthma, im Gegensatz dazu Mexikaner die niedrigste. 
Umso mehr erstaunt es, dass in keiner der beiden Gruppen signifikante Assoziationen 
gefunden wurden. Es zeigten sich weder in der mexikanischen noch in der 
Gesamtpopulation Hinweise für Assoziationen von einzelnen SNP´s mit dem 
Schweregrad von Asthma, mit dem Ansprechen auf einen Bronchodilatator oder mit der 
Höhe des Gesamt-IgE. In der puertoricanischen Population fanden sich lediglich 2 
SNP´s mit einer moderaten, aber nicht signifikanten Assoziation. Nicht bewertet wurde 
in dieser Studie die bronchiale Hyperreaktivität. 
 
Auch das unterschiedliche Vorkommen von Polymorphismen oder Unterschiede in der 
Haplotypstruktur zwischen den ethnischen Gruppen könnte eine Erklärung für die 
unterschiedlichen Replikationsergebnisse sein. Für eine Vielzahl von Genen konnten 
diese Unterschiede nachgewiesen werden. Bei ADAM 33 wurde dies bisher jedoch 
noch nicht genügend untersucht. In einer neueren Studie von Hersh und Mitarbeiter 
wurden insgesamt 98 SNP´s in 5 verschiedenen Genen (ADAM33, DPP10, GPR154, 
HLA-G und PHF11), die alle durch Positionsklonierung entdeckt wurden, untersucht. 
Analysiert wurden die Assoziationen mit Asthma, bronchialer Hyperreaktivität und 
Gesamt-IgE in 2 unabhängigen Populationen- Eine Studienpopulation bestand aus in 
Costa Rica lebenden Kindern, die andere Population wurde aus dem Childhood Asthma 
Management Program (CAMP) rekrutiert. Eingeschlossen wurden weiße 
nordamerikanische Kinder nicht spanischer Abstammung. In beiden Populationen 
waren nur 3 Polymorphismen des Genes GPR154 mit Asthma assoziiert. Die 
Polymorphismen von ADAM33 zeigten weder Assoziationen mit Asthma, bronchialer 
Hyperreaktivität noch mit erhöhtem Gesamt-IgE. Die Ergebnisse dieser Untersuchung 
unterstützen lediglich die Relevanz des Genes GPR154 bei der Pathogenese von 
Asthma, zeigen aber auch, wie groß die Herausforderung der Replikation von 
genetischen Assoziationen mit einer Erkrankung wie Asthma ist. Insbesondere gilt dies 




Positionsklonierung entdeckt wurden. Die biologische Funktion dieser Gene (wie auch 
die von ADAM33) bei der Pathogenese von Asthma oder anderen atopischen 
Erkrankungen ist weiterhin nahezu unbekannt (Hersh 2007). 
Eine weitere Erklärung für die Differenz der Replikationsergebnisse könnte sein, dass 
Asthma in den verschiedenen Studien unterschiedlich definiert wurde. So forderte die 
Definition von Asthma bei der Untersuchung von van Eerdewegh (Van Eerdewegh, 
Little et al. 2002) die Kriterien Arztdiagnose Asthma und eine aktuell bestehende 
medikamentöse Asthmatherapie. Zur Überprüfung der bronchialen Hyperreaktivität 
wurde eine Provokation mit Metacholin durchgeführt und ein Abfall von 20 % des 
FEV1 als positiv bewertet. Die Referenzwerte für Gesamt-IgE wurden altersspezifisch 
festgelegt. Bei Lind und Mitarbeiter (Lind, Choudhry et al. 2003) wurden Probanden in 
die Studie eingeschlossen, die anhand eines vorgegebenen Studienprotokolls in 
Patienten mit mildem oder moderatem bis schwerem Asthma eingeteilt wurden. Die 
Klassifizierung des Schweregrades erfolgte nach Beantwortung von 4 Fragen 
hinsichtlich der Medikation, den Asthma-Symptomen und der Einsekundenkapazität 
(FEV1). Bei allen Probanden war die Diagnose Asthma durch einen Arzt gestellt 
worden, fast alle hatten eine aktuelle Asthmatherapie und 2 oder mehr Asthma-
Symptome (wie z.B. Husten, Kurzatmigkeit oder Pfeifen) in den letzten 2 Jahren. Raby 
und Mitarbeiter (Raby, Silverman et al. 2004) forderten für die Diagnose Asthma eine 
bronchiale Hyperreaktivität auf Metacholin (Abfall von FEV1 um 20 %) und eines oder 
mehrere der folgenden Kriterien (alle für wenigstens 6 Monate innerhalb des Jahres vor 
der Rekrutierung): (1) Asthmasymptome mindestens zweimal pro Woche, (2) 
mindestens zweimal pro Woche Benutzung eines inhalativen Bronchodilatators, und (3) 
tägliche Einnahme von Asthmamedikamenten. In der japanischen Studie von Noguchi 
(Noguchi, Ohtsuki et al. 2006) wurde Asthma in Anlehnung an die Vorgaben des 
National Institutes of Health, USA, (1997) durch folgende Kriterien festgelegt: (1) 2 
oder mehr Episoden von Wheezing (Pfeifen) und Kurzatmigkeit während des 
vergangenen Jahres und (2) Reversibilität des Pfeifens und der Dyspnoe entweder 
spontan oder durch eine Therapie mit einem Bronchodilatator. In diese Studie wurden 
allerdings nur Kinder mit atopischem Asthma eingeschlossen, die einen positiven 
RAST-Test für Dermatophagoides farinae (Milben) hatten. Dennoch zeigten sich gerade 
in dieser japanischen Population signifikante Assoziationen von 3 SNP´s mit Asthma. 
In einer weiteren Studie mit erwachsenen Probanden durch Foley und Mitarbeiter 




Asthma eingeschlossen. Die Kriterien für moderates Asthma waren (1) durch 
Fluticason-Spray oder Äquivalent (200 bis 1000 µg/Tag) gut eingestellte Erkrankung 
mit oder ohne langwirksamen Beta-Agonisten, und (2) 2 oder weniger Steroidstösse in 
den vergangenen 12 Monaten und kein Steroidstoss in den letzten 3 Monaten (nicht 
mehr als 30 Tage orale Steroideinnahme), und (3) FEV1 größer als 70 % und größer 
90% des persönlichen besten Ergebnisses der letzten 2 Jahre, und (4) nicht mehr als eine 
ungeplante oder notfallmäßige Vorstellung beim Arzt. Für schweres Asthma waren 1 
von 2 Hauptkriterien und 2 oder mehr Nebenkriterien notwendig. Hauptkriterien waren: 
(1) orale Steroidtherapie mehr als 6 Monate des vergangenen Jahres oder (2) 
hochdosierte inhalative Steroidtherapie (> 1000µg/Tag Fluticason) und eine zusätzliche 
Therapie (langwirksamer Beta-2-Agonist, Leukotrien-Rezeptor-Antagonist, 
Theophyllin). Nebenkriterien waren: (1) täglicher Gebrauch von kurzwirksamen Beta2-
Agonisten, (2) persistierende Obstruktion (FEV1 < 70% und FEV1/FVC Quotient < 80 
%, (3) eine notfallmäßige Vorstellung beim Arzt in den letzen 12 Monaten, (4) mehr als 
3 Steroidstösse in den letzten 12 Monaten, (5) Verschlechterung nach Steroidreduktion 
(25% Dosisreduktion) oder (6) ein lebensbedrohlicher Asthmaanfall in den letzten 3 
Jahren. In dieser Studie wurden allerdings keine Polymorphismen von ADAM33 
untersucht, sondern die Expression von ADAM33 Protein in Bronchialbiopsien. 
 
So könnten die genetischen Varianten von ADAM 33 einen sehr variablen Einfluss auf 
die verschiedenen Asthmaformen haben. Also mehr Beeinflussung durch ADAM 33 
von Asthmaformen, die weniger mit Atopie, sondern eher mit lungenspezifischen 
Mechanismen vergesellschaftet ist. Auch unsere Daten weisen daraufhin, dass die bisher 
bekannten ADAM 33 Polymorphismen nur einen geringen Einfluss auf die typische 
Form des kindlichen Asthmas, die sehr stark mit Atopie korreliert ist (wie in den 
meisten kindlichen Studienpopulationen), haben. Vielmehr wurde beobachtet, dass eine 
ganze Anzahl von SNP´s mit nicht-atopischem Asthma und auch Basis-
Lungenfunktionsparametern assoziiert sind. Doch auch diese Assoziationen scheinen 
eher einem komplexen Schema zu unterliegen, da nicht immer die gleichen SNP´s mit 
nicht-atopischem Asthma oder Veränderungen der Lungenfunktion assoziiert waren. 
 
Wie in neueren Studien gezeigt wurde, haben ADAM 33 Polymorphismen bei 
Erwachsenen mit Asthma möglicherweise eine andere Rolle als bei Kindern. Werner 




familienbasierten und einer adulten Fall-Kontroll-Population und beobachteten dabei 
variable Assoziationen zwischen den SNP´s und Asthma bei den jeweiligen Gruppen, 
auch im Hinblick auf die in der Erstveröffentlichung (van Eerdewegh (Van Eerdewegh, 
Little et al. 2002)) erhobenen Daten zu den Assoziationen (Werner 2004). Auch in zwei 
sehr großen Studien von Lind (Lind, Choudhry et al. 2003) und Raby (Raby, Silverman 
et al. 2004) konnten keine Assoziationen zwischen einzelnen ADAM 33 
Polymophismen oder Haplotypen und kindlichem Asthma nachgewiesen werden. Es 
wurden in diesen Studien leider nicht über die Effekte von ADAM 33 auf nicht-
atopisches kindliches Asthma berichtet. Im Gegensatz dazu zeigten die Ergebnisse der 
japanischen Studie von Noguchi ja gerade bei Kindern mit atopischem Asthma 
signifikante Assoziationen mit 3 ADAM33 Polymorphismen. 
In einer Studie von Foley und Mitarbeiter wurde die Expression von ADAM33 und 
auch ADAM8 in Bronchialbiopsien von erwachsenen Asthmapatienten untersucht 
(Foley 2007). Hier konnte gezeigt werden, dass das ADAM33 Protein umso stärker 
exprimiert wird, je schwerer der Patient an Asthma erkrankt ist. So war die Expression 
von ADAM33 im untersuchten Biopsiematerial in der Patientengruppe mit moderatem 
und schwerem Asthma signifikant höher als bei Patienten mit milder Asthmaform oder 
bei den Kontrollpersonen. 
 
 
Schließlich bleibt noch, die Unterschiede in den Studienpopulationen in Bezug auf Gen-
Umwelt-Interaktionen zu betrachten, die möglicherweise einige der beobachteten 
diskrepanten Ergebnisse zwischen den Replikationsstudien erklären könnten. Auch bei 
anderen Genen konnte dies als Ursache für inkonsistente Ergebnisse bei 
Replikationsstudien gefunden werden. Es ist jedoch nicht geklärt, welcher der 
zahlreichen Umweltfaktoren mit ADAM 33 Genetik interagiert und ob diese Faktoren 
auch die Assoziationen zwischen ADAM 33 und Asthma beeinflussen können. 
Passivrauchen scheint keinen Einfluss auf diese Assoziationen zu haben. Nicht zu 
vernachlässigen sind unterschiedliche Phänotypen von Asthma in den verschiedenen 
Populationen und auch die Umweltbedingungen, in denen die Probanden aufwachsen 
und leben. In der Studie von Lind wurden 2 in den Vereinigten Staaten lebende 
Latinogruppen untersucht, eine puertoricanische mit der höchsten Prävalenz für Asthma 
und eine mexikanische mit der niedrigsten. Die Gruppen leben in den gleichen 




der beiden Populationen eine signifikante Assoziation mit Asthma. Auch in der 
Untersuchung von Hersh (Hersh 2007), in der 2 Populationen aus sehr unterschiedlichen 
Lebens- und Umweltbedingungen miteinander verglichen wurden, konnten bei 
annähernd gleicher Allelfrequenz (trotz unterschiedlicher Abstammung) keine 
Assoziationen mit ADAM33 Polymorphismen gefunden werden. Eine 
Studienpopulation bestand aus europäisch-amerikanischen Kindern, die andere aus 
hispanischen Kindern, die im Central Valley von Costa Rica aufgewachsen sind. Es 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass spezielle, bisher nicht bekannte 
Umweltbedingungen und auch eine andere Ernährung in Japan eine Rolle dabei spielen, 
dass in der Untersuchung von Noguchi bei den an atopischem Asthma erkrankten 




Spekulieren lässt sich auch über die Funktion, die ADAM33 bei der Pathogenese von 
Asthma spielt. Da ADAM33 hauptsächlich in mesenchymalen Zellen wie 
Lungenfibroblasten und glatter Muskulatur des Bronchialsystems vorkommt, weist die 
beobachtete starke Kopplung und Assoziation mit Asthma in Kombination mit 
bronchialer Hyperreaktivität verstärkt daraufhin, dass eine veränderte Proteinfunktion 
von ADAM33 zu einer Veränderung der Luftwege im Sinne eines „airway remodeling“ 
führen könnte. Also beispielsweise die Proliferation von glatten Muskelzellen und 
Fibroblasten beeinflusst, wenn eine Zunahme der ADAM33 Funktionen oder der 
ADAM 33 Proteinproduktion vorliegt. Ebenso möglich ist aber auch, dass der Verlust 
von ADAM33 Funktionen zum Remodeling führt, falls eine normale ADAM33 
Funktion sonst die Atemwege vor gesteigerten Reparaturprozessen schützt. Dies führt 
dann zu subepithelialer Fibrose, die in einer deutlichen Einbuße der Lungenfunktion 
mündet. (Jongepier 2004). Haitchi et al konnten 2004 erstmals nachweisen, dass 
ADAM33 schon in embryonalem Lungengewebe vorliegt. Dies unterstützt die 
Hypothese, dass ADAM33 auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von 
bronchialen, vaskulären und neuronalen Strukturen der Atemwege und bei der 
Differenzierung von mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten und glatten Muskelzellen. 
Es gibt leider keine Daten über die Expression von ADAM33 im weiteren Verlauf der 
menschlichen Entwicklung der Lunge in utero oder postpartum (Haitchi 2005). In einer 




ADAM33 mRNA Expression während der Embryonalzeit ansteigt und bis ins 
Erwachsenenalter hinein bestehen bleibt (Haitchi 2003). So konnten Jongepier und 
Mitarbeiter bei Patienten mit Asthma bronchiale einen signifikanten Abfall der 
Einsekundenkapazität (FEV1) im Verlauf der Erkrankung mit ADAM33 
Polymorphismen assoziieren. Bei den Patienten waren über einen Zeitraum von 20 
Jahren Lungenfunktionsparameter gesammelt worden. So scheinen ADAM33 
Polymorphismen auch hinsichtlich der Progression von Asthma eine Relevanz zu haben 
(Jongepier 2004). Also fungieren ADAM33 Polymorphismen möglicherweise nicht als 
Auslöser von Asthma bronchiale, sondern als ein modifizierender Faktor bei der 
Erkrankung hinsichtlich Chronizität und Schweregrad. 
 
Martin und Mitarbeiter (Martin 2008) konnten in einer aktuellen Studie bei ADAM33 
knockout Mäusen darstellen, dass sich nach Allergen-Sensibilisierung und Exposition 
keine Veränderung des Asthma-Phänotyps, inklusive bronchiale Hyperreaktivität, 
zeigte. Allerdings wurden keine Effekte auf das remodeling von glatten 
Bronchialmuskelzellen untersucht. So besteht nach wie vor die Möglichkeit, dass 
ADAM33 beim Allergen-getriggerten Umbau von glatten Muskelzellen eine Rolle 
spielen könnte. Hierfür wäre allerdings ein sogenanntes „chronisches Modell“ von 
Mäusen notwendig, also Mäuse die schon längere Zeit Asthma haben. Neben ADAM33 
können noch eine Vielzahl anderer Gene durch ihre Variationen Einfluss auf die 
Veränderungen der glatten Bronchialmuskulatur nehmen (Martin 2008). 
 
Doch scheinen dies nicht die einzigen Funktionen von Veränderungen im ADAM33 
Protein zu sein. Cheng und Mitarbeiter haben in einer japanischen Population 
Assoziationen von ADAM33 Polymorphismen mit allergischer Rhinitis nachgewiesen 
(Cheng 2004). In einer aktuellen Studie von Lesuer und Mitarbeiter wurde ADAM33 
erstmals sogar als neues Kandidatengen für Psoriasis genannt. Die Daten zeigten, dass 
verschiedene ADAM 33 Haplotypen stark mit dem Auftreten von Psoriasis assoziiert 
scheinen. Die Daten konnten allerdings in einer unabhängigen Kontrollpopulation nicht 
repliziert werden (Lesueur 2007).  
 
 
In der Tabelle 21 sind 11 aktuelle Studien hinsichtlich ihrer Assoziationsergebnisse 




zusammengefasst. Hersh und Mitarbeiter (Hersh 2007) haben die Daten von 
sogenannten Follow-up-Studien zu ADAM33 zusammengestellt und miteinander 
verglichen.  
 
Tabelle 21: Vergleich verschiedener Studien von ADAM33 Polymorphismen und ihren 
Assoziationsergebnissen mit Asthma oder einem anderen Phänotyp (in Anlehnung an (Hersh 
2007))  
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In knapp 50 % der Studien sind signifikante Assoziationen gefunden worden, jedoch 
waren nie die gleichen Polymorphismen im ADAM33 Gen mit Asthma, bronchialer 
Hyperreaktivität oder Erhöhung des Gesamt-IgE assoziiert. 
Eingeschlossen in diese Metaanalyse sind alle in der englischsprachigen Literatur 
veröffentlichten Studien, die genetische Assoziationen mit ADAM33 und Asthma 
oder atopischen Phänotypen (z.B. bronchiale Hyperreaktivität, erhöhtes Gesamt-IgE) 
untersucht haben. Die Populationen hatten dabei eine minimale Größe von 100 Fällen 
und 100 dazugehörigen Kontrollen oder aber wenigstens 100 Familien. Als 
signifikante Assoziation wurde gewertet, wenn der p-Wert weniger als 0,05 betrug. 
Kombinationen wie z.B. Asthma plus bronchiale Hyperreaktivität wurden bei der 
Metaanalyse nicht berücksichtigt (Hersh 2007). 
Raby und Mitarbeiter (Raby, Silverman et al. 2004) belegten, dass es sehr 
unwahrscheinlich ist, dass die negativen Replikationsstudien zu geringe Fallzahlen 
hatten, um eine Assoziation mit Asthma aufzuzeigen. Aber auch mit großen 
Probandenzahlen, wie in unserer Studie, mag die Möglichkeit, ein relatives Risiko von 
dieser Bedeutung erkennen zu können, eingeschränkt sein. 
 
Weiter ist es sogar möglich, dass die bisher bekannten ADAM 33 Polymorphismen nur 
stellvertretend für viele noch nicht entdeckte SNP´s im ADAM 33 Gen sind, die 
vielleicht verantwortlich für die beobachteten aber doch unterschiedlichen Signale von 
diesem Lokus sind. Eventuell ist aber auch das Zusammenspiel von verschiedenen 
anderen Genen mit ADAM33 ursächlich für die gefundenen Assoziationen. Bis heute 
sind mittlerweile 5 Gene (ADAM 33 (Van Eerdewegh, Little et al. 2002), PHF11 
(Zhang 2003), DDP10 (Allen 2003), GPR154 (SPSR1) (Laitinen 2004) und HLA-G 
(Nicolae 2005)) als potentielle „Asthmagene“, die durch Positionsklonierung gefunden 
wurden, bekannt. Bei nur 2 von diesen Genen (GPR154 (NSPR1) und PHF11) konnten 
die Assoziationsergebnisse bisher in Folgestudien bestätigt werden.  
Es bedarf sicherlich noch vieler, vor allen Dingen auch funktioneller Studien, um mehr 
Einblick in die Aufgaben und die Wirkungsweise von ADAM33 und auch in die 
Interaktionen mit anderen Genen zu bekommen. Asthma bleibt auch in Zukunft eine 
multifaktorielle und polygenetische Erkrankung mit großer Herausforderung an 









Asthma bronchiale ist die häufigste chronische Erkrankung im Kindesalter. Die 
genaue Ätiologie einer solch komplexen Erkrankung wie Asthma bronchiale bleibt 
nach wie vor unklar und kann nur multifaktoriell erklärt werden. So scheinen neben 
Umwelteinflüssen auch eine genetische Prädisposition eine große Rolle zu spielen. In 
der Asthmaforschung sind in den letzten Jahren sogenannte Kandidatengene in den 
wissenschaftlichen Vordergrund gerückt. ADAM 33 wurde durch Positionsklonierung 
von van Eerdewegh 2002 als neues Asthma-Suszeptibilitätsgen auf dem kurzen Arm 
von Chromosom 20 entdeckt. Einige untersuchte Polymorphismen zeigten 
signifikante Assoziationen mit Asthma und bronchialer Hyperreaktivität.  
In der vorliegenden Arbeit wurden 10 der bisher bekannten und signifikanten 
Polymorphismen in ADAM33 mit Hilfe der MALDI-TOF-Methode an zwei großen 
Populationen (eine Asthma-Fall-Kontroll-Population mit 1872 Kindern im Alter von 
9-11 Jahren und eine Geburtskohorten-Population mit 824 Kindern im Alter von 10 
Jahren)  und einer gemischten Stichprobe (Querschnittsstudie) genotypisiert. Die 
Polymorphismen wurden im Anschluss auf Assoziationen mit Asthma und bronchialer 
Hyperreaktivität und die Auswirkungen auf die Lungenfunktion untersucht. 
In keiner der beiden untersuchten Studienpopulationen konnte eine signifikante 
Assoziation zwischen den getesteten SNP´s und Asthma gefunden werden. Nur das 
Risiko, nicht-atopisches Asthma zu entwickeln, war bei Trägern des polymorphen A-
Allels im SNP S1 und bei Trägern des polymorphen G-Allels im SNP V4 deutlich 
erhöht. Ein deutlich erniedrigtes Risiko für die Entwicklung von nicht-atopischem 
Asthma zeigte sich bei Trägern des polymorphen T-Allels im SNP M+1. Auch die 
Untersuchung von bronchialer Hyperreaktivität und der Verknüpfung der beiden 
Phänotypen (Asthma plus BHR) zeigte keine signifikanten Assoziationen mit den 
untersuchten SNP`s.  
Bei Kindern mit Asthma und/ oder BHR war die forcierte Vitalkapazität (FVC) bei 
Trägern der S2, T1 und T2-Polymorphismen, FEV1 bei Trägern von S2 und M+1-
Polymorphismen erhöht. Ein gesteigertes MEF75 fand sich bei Individuen mit 




Bei der Haplotyp-Analyse zeigte der Haplotyp H4 (G-G-G-C-C-G-T-G) in der 
Gesamtpopulation eine signifikante Assoziation mit Asthma. 
ADAM 33 spielt möglicherweise eine, wenn auch geringe, Rolle bei der Entstehung 
von Asthma bronchiale und bronchialer Hyperreaktivität im Kindesalter und hat 
Einfluss auf die Veränderungen der Lungenfunkion. Die genaue Funktion von 
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